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1.1 Die Gattung Streptococcus
Streptokokken wurden 1874 das erste Mal unter dem Mikroskop ihres Namensgebers Theodor 
Billroth entdeckt. Per definitionem sind dies kugelige bis eiförmige Kokken, die sich in 
gewundenen Ketten (streptos: gewunden) anordnen. Sie sind grampositiv, unbeweglich und 
nicht zur Sporenbildung befähigt. Die meisten Streptokokken sind fakultativ anaerob; sie 
besitzen also die Fähigkeit, sowohl mit als auch ohne Luftsauerstoff zu wachsen. Einige Arten
benötigen jedoch zwingend 5-10% CO2 in ihrer Atmosphäre [vgl. Hof, Dörries, 2002].
Der Zelldurchmesser beträgt weniger als 2 ??????????????????????????????????änge variiert je 
nach Spezies, Stamm und Zusammensetzung des Nährmediums, so dass bis zu 50 Kokken 
aggregieren können [Hardie, 1986a]. Bekannt sind mehrere Oberflächenstrukturen und 
Anhängsel. So weist Streptococcus salivarius beispielsweise Fimbrien [Hardie, 1986a zit n. 
Handley et al., 1985] und Streptococcus pyogenes kleine feine Filamente auf der gesamten 
Zelloberfläche auf [vgl. Hardie, 1986a; zit. n. Swanson, McCarty, 1969].
Das Wachstum der Streptokokken auf Festmedium wird durch die Zugabe von Blut, Serum 
oder Glucose gesteigert. Kolonien auf Blutagar erreichen gewöhnlich nach 24 Stunden bei 
37°C einen Durchmesser von 0,5-1,0 mm, der sich auch nach weiterer Inkubation nicht 
wesentlich vergrößert [Hardie, 1986a].
Die meisten Streptokokken gehören zur Normalflora der menschlichen Haut und 
Schleimhäute.
Klinisch können die Streptokokken nach ihrem unterschiedlichen Hämolyseverhalten auf mit 
Blut angereichertem Medium eingeteilt werden.
Es werden demnach drei Hämolysetypen unterschieden [Lütticken, Podbielski, 2001]:
komplette Hämolyse (= ?-Hämolyse): Diese Streptokokken sondern Lysine ab, welche die im 
Blutagar vorkommenden Erythrozyten vollkommen auflösen, so dass ein heller, 
durchscheinender Hof entsteht.
Vergrünung (= ?-Hämolyse): Durch H2O2-Freisetzung wird das Hämoglobin in den 
Erythrozyten zu Methämoglobin umgewandelt. Dadurch lassen sich grünliche Höfe um die 
bakteriellen Kolonien erkennen.
nicht-hämolysierend (= γ-Hämolyse): Streptokokken ohne hämolytische Aktivität weisen 
keine Wechselwirkung mit dem Blut im Agarmaterial auf.
Zusätzlich beschreibt Hardie eine weitere Hämolyseart, „?-prime“.
6?????? ????? ???????? ????????? ???? ?-Hämolyse zu ähneln und weist am äußeren Rand des 
?????????????-Hämolysering auf [vgl. Hardie, 1986a zit. n. Parker 1983]. 
Streptokokken besitzen ein Zellwand-Polysaccharid, die C-Substanz (c= carboanhydrated), 
welche eine serologische Einteilung der meisten dieser Keime gestattet [nach Rebecca C. 
Lancefield]. Diese Lancefield-Gruppierung teilt die Streptokokken in die serologischen 
Gruppen A-W ein. Die meisten Humanpathogene, die? ?-hämolysierenden Streptokokken, 
gehören den Gruppen A, B, C und G an [Lütticken, Podbielski, 2001], wobei auch viele 
andere Spezies als opportunistisch pathogen beschrieben werden [Hardie, 1986a]. 
Zusätzlich finden sich bei den Streptokokken der serologischen Gruppen A, C, und G lang 
gestreckte, dimere Oberflächenantigene, die so genannten M-Proteine [vgl. 1.2.2].
Als dritte Oberflächenstruktur finden sich bei vielen Streptokokken Kapsel-Polysaccharide, 
welche vor phagozytären Angriffen durch Granulozyten und Makrophagen schützen können 
[Lütticken, Podbielski, 2001].
Den meisten Streptokokken ist eine Penicillinempfindlichkeit gemeinsam.
1.2 Streptococcus pyogenes
1.2.1 Taxonomie und pathogene Bedeutung
S. pyogenes ist grampositiv, nicht beweglich, sporenlos und kommt in Ketten oder paarweise 
vor. Seine Vertreter weisen eine runde bis ovoide Form mit einem Durchmesser von 0,6-
1,0 ????????S. pyogenes bedient sich eines fermentativen Metabolismus, bildet keine Katalase 
und wird als fakultativ anaerob beschrieben [Kenneth, 2002].
Nach Lancefield wird er in die serologische Gruppe A eingeteilt, welche sich durch ein N-
Azetylglukosamin mit einem Glukosepolymer als Rückgrat auszeichnet [Cunningham, 2000].
Sein Typstamm trägt die ATCC-Nummer 12344 [Rotta, 1986].
Lütticken und Podbielski beschreiben weiterhin, dass es sich hierbei um ein ausschließlich 
humanpathogenes Bakterium handelt, welches nicht selten eitrige Infektionen der Haut (z.B. 
Pyodermien) und Schleimhäute (z.B. Pharyngitiden) hervorruft. Seltener können auch 
invasive Infektionen mit vitaler Gefährdung (Streptokokken-assoziiertes Toxisches Schock 
Syndrom, Fascitis, Myositis) auftreten. Folgeerkrankungen, wie das akute rheumatische 
Fieber (ARF) nach Pharyngitis oder die akute diffuse Glomerulonephritis (AGN) nach 
Pyodermien, können erschwerend hinzukommen. Diese verschiedenen Krankheitsbilder 
7äußern sich je nach Wirkung von Virulenzfaktoren und phlogistischer Antwort des erkrankten 
Menschen.
Bei den verschiedenen Stämmen des beschriebenen Erregers wird davon ausgegangen, dass 
teilweise überlappende, aber auch unterschiedliche Virulenzfaktoren exprimiert werden, 
welche nicht zwingend konstant bleiben. Dies lässt sich durch Mutationen in verantwortlichen 
Virulenzgenen, Gen-Transduktion durch Bakteriophagen und adaptive Regulations-
mechanismen erklären. Deswegen wird der Begriff „Hauptvirulenzfaktor“ bei Streptokokken 
nur ungern verwendet [Lütticken, Podbielski, 2001].
Ziel der Virulenzfaktoren ist das Verhindern der Wirtsabwehr [Cunningham, 2000].
Ein Virulenzfaktor besteht zum Beispiel darin, mittels gebildeter Adhäsine, insbesondere 
bestehend aus Fibronektin-, Kollagen- und Laminin-bindenden Proteinen, an Zielzellen 
binden zu können.
Invasive Stämme exprimieren zudem eine Reihe von Aggressinen, wie Plasminogen-bindende 
Proteine, die Streptokinase und die Cystein-Protease SpeB, welche humane Proteasen durch 
Enthemmung aktivieren und sich so in Zusammenarbeit mit der Hyaluronidase schnell im 
Gewebe ausbreiten können. Hinzu kommen lytische Enzyme wie die Streptolysine S und O 
als Zerstörer menschlicher Zellen, mit deren Hilfe Nährstoffe freigesetzt werden. Des 
Weiteren interagiert S. pyogenes mit dem Immunsystem, indem M- und M-ähnliche Proteine 
dessen Phagozytose blockieren [Lütticken, Podbielski, 2001]. 
Zurzeit sind serologisch schon mehr als 80 M-Proteine, genetisch allerdings bereits 150 M-
Gene beschrieben worden. In epidemiologischen Studien invasiver Streptokokken-
Erkrankungen wurde eine enge Korrelation zu bestimmten M-Typen gefunden. S. pyogenes
spaltet aktive Komplementfaktoren, bindet menschliche Steuerproteine, inaktiviert so die 
Komplementkaskade und stört die T- und unmittelbar auch die B-Zell-Antwort durch 
Produktion einiger Superantigene [Lütticken, Podbielski, 2001].
Zudem ist S. pyogenes von einer Hyaluronsäurekapsel umgeben, die in direktem 
Zusammenhang mit der Aggressivität des Pathogens steht [Cunningham, 2000].
Stämme endemischer Infektionen können durch Minimalisierung oben genannter 
Virulenzfaktoren in epitheliale Zellen gelangen, dort verweilen und zu einem späteren 
Zeitpunkt wieder freigesetzt werden.
Eine Übertragung des Keimes findet durch Tröpfchen- oder Schmierinfektion statt, wobei 
symptomatische Patienten den Erreger weit häufiger verbreiten als symptomlose Menschen. 
Für S. pyogenes sind besonders Kinder im Alter von drei bis zwölf Jahren empfänglich 
[Lütticken, Podbielski, 2001].
8Zudem sind aber vor allem Personen gefährdet, die ständig in Kontakt zu vielen Mitmenschen 
stehen [Cunningham, 2000].
Korrelierte Infektionen können in drei verschiedene Gruppen eingeteilt werden.
1. Schleimhautinfektionen: Diese manifestieren sich meist bei Kindern im Alter von 
vier bis zwölf Jahren nach einer Inkubationszeit von zwei bis vier Tagen als 
Tonsillopharyngitis. Dabei kommt es zur schmerz- und fieberhaften exsudativen 
Entzündung der Tonsillen (Tonsilla lacunaris), welche in eitrigen Komplikationen wie 
Peritonsillarabszessen, Sinusitis, Otitis media und Pneumonien münden kann. Da 
aufgrund differierender M-Typen eine Vielzahl von antigenetisch verschiedenen 
Stämmen vorliegt, schützt eine erworbene Immunität auch nicht zwingend vor 
Reinfektion. 
2. Eine weitere Komplikation dieser Schleimhautinfektionen oder aber auch der 
Hautinfektionen stellt Scharlach dar, welcher sich zusätzlich zu den 
Pharyngitissymptomen in einem kleinfleckigen, zentrifugalen Exanthem und 
Enanthem äußert. Nach ungefähr zwei Wochen endet die Krankheit mit Schuppung 
der Handflächen und Fußsohlen. Als Vorraussetzung für diese Komplikation müssen 
ein oder zwei temperente Bakteriophagen im Genom des Erregers vorkommen, welche 
für erythrogene Toxine Typ A und C („streptococcal pyrogenic exotoxins“, SPE)
kodieren. Diese rufen die vorab beschriebene spezifische Symptomatik hervor.
3. Hautinfektionen: Diese können sich nach einer Inkubationszeit von wenigen Tagen 
besonders bei zwei- bis sechsjährigen Kindern als pustulös-eitrige Pyodermien 
manifestieren. Dabei handelt es sich meist um Mischinfektionen mit Staphylococcus 
aureus (Impetigo contagiosa).
Tritt S. pyogenes nach kleinen Verletzungen in tiefere Hautschichten ein, kann es 
besonders im Gesicht und an den Beinen zu einem Erysipel kommen. Dieses kann sich 
in einer rasch fortschreitenden, schmerzhaften Hautrötung sowie Fieber, in einer 
Phlegmone, einer Fascitis necroticans oder in einer Myositis äußern, im schlimmsten 
Fall jedoch in einem Streptokokken-assoziierten Toxischen Schock Syndrom (STSS) 
enden. Daraus kann in kurzer Zeit ein Multiorganversagen resultieren.
Das akute rheumatische Fieber (ARF) und die akute diffuse Glomerulonephritis (AGN) 
stellen nicht-eitrige Folgeerscheinungen dar, die wahrscheinlich in Zusammenhang mit vom 
Wirt reaktiv gebildeten kreuzreagierenden Antikörpern stehen. Bei dem ARF kommt es zu 
schmerzhaften, entzündlichen Schwellungen der Gelenke und zu Endokarditis. Dieses kann 
sich ungefähr 18 Tage nach einer S. pyogenes-induzierten Pharyngitis manifestieren. Die 
9größte Prävalenz liegt bei Jugendlichen zwischen dem sechsten und 15. Lebensjahr. Durch 
konsequente Therapie der Erreger tritt diese Komplikation in unserer Zivilisation jedoch nur 
noch selten auf. 
Die AGN führt zu Ödemen, Hypertension und Erythrozyturie, weist jedoch eine bessere 
Prognose auf. Sie kann ungefähr zehn Tage nach einer Pharyngitis oder drei Wochen nach 
einer Hautinfektion auftreten.
Früher kam es durch ß-hämolysierende Streptokokken häufig zur Puerperalsepsis 
(Kindbettfieber), die aber heutzutage durch bessere Hygiene- und Therapiemaßnahmen an 
Bedeutung verloren hat. 
Weitere Folgeerkrankungen können eine Psoriasisexazerbation, neurologische Ticks 
[Lütticken, Podbielski, 2001], Bewegungs- und Aufmerksamkeitsstörungen oder das 
Tourette-Syndrom sein [Cunningham, 2000].
Abbildung 1-1:Pathogenese der Erkrankungen mit S. pyogenes [Kenneth, 2000].
Als Therapie bei symptomatischen S. pyogenes-Infektionen eignet sich das Antibiotikum 
Penicillin, welches zehn Tage oral verabreicht werden soll. Bei Allergien gegen dieses 
Antibiotikum können alternativ für fünf Tage Makrolide eingesetzt werden. Asymptomatische 
Infektionen (Kolonisationen), wie diese bei ungefähr 20% der Bevölkerung im oberen 
Respirationstrakt vorliegen, sollten wegen des Selektionsrisikos von resistenten Keimen nicht 
10
behandelt werden [Lütticken, Podbielski, 2001]. Der Nutzen einer Alternativbehandlung, wie 
durch das in dieser Arbeit untersuchte und im Folgenden erläuterte Bacteriocin, scheint daher 
groß.
1.2.2 Problematik der Impfung
Bis zum heutigen Zeitpunkt konnte noch keine Impfung gegen S. pyogenes auf dem Markt 
etabliert werden. Die Gründe dafür sollen nun kurz erörtert werden.
Die Immunität gegen Streptokokken-Infektionen ist an dessen M-Typ gebunden.
M-Proteine sind lang gestreckte, dimere Oberflächenproteine, welche die Bakterienzellen der 
serologischen Gruppen A, C und G bei starker Vergrößerung wie kleine Haare bedecken. Ein 
M-Protein besteht aus konservierten und variablen Anteilen. Das carboxyterminale Ende ist 
relativ konstant und in der Zellwand verankert. Der distale N-terminale Teil wird auch als 
hypervariabel beschrieben, da dort die größten Unterschiede bezüglich der 
Aminosäurensequenz liegen. Anhand diesen Endes kann die erhebliche Anzahl an 
unterschiedlichen M-Typen differenziert werden, so dass mittlerweile serologisch mehr als 80 
M- und mittels DNA-Sequenzierung ungefähr 150 emm-Typen gefunden wurden [Lütticken, 
Podbielski, 2001].
Die Immunantwort eines Wirtes scheint aber teilweise gegen diesen hypervariablen Teil des 
M-Proteins gerichtet zu sein, so dass eine Reinfektion mit einem Keim des gleichen M-Typs 
von dem eigenen Immunsystem bekämpft werden kann. Gegen eine Infektion mit einem 
differenten M-Typen kann sich der Wirt jedoch nicht schützen, was bei der großen 
Typenvielfalt nicht selten eintrifft.
Allerdings kann eine Immunantwort auch durch andere Abschnitte der M-Proteine provoziert 
werden. Beim Menschen liegt eine große Anzahl solcher Antikörper gegen die konservierte 
C-Region vor. Dieser Mechanismus führt jedoch im Gegensatz zu den N-Region-spezifischen 
Antikörpern nicht zur Opsonisierung der Pathogene und wirkt deshalb letztendlich nicht 
bakterizid [Cunningham, 2000].
Um einen möglichen schützenden Effekt dieser Immunantwort zu klären, führten Bessen und 
Fischetti 1988 folgenden Versuch durch:
Es wurden Mäusen intranasal Peptide aus der C-Region verabreicht, um eine gerichtete 
Abwehrreaktion provozieren und somit mittels vorhandener Gedächtniszellen bei einer 
Zweitinfektion direkt reagieren zu können. Die hervorgerufene, wahrscheinlich IgA-
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vermittelte Abwehrreaktion der Organismen schützte die Mäuse tatsächlich vor einer 
Anheftung des Pathogens an die Schleimhäute [Bessen, Fischetti, 1988b].
Somit sind zwei Methoden für eine Immunantwort gegen S. pyogenes in-vitro detektiert 
worden. Zunächst kann ein Organismus über die gerade erwähnten „mukosalen“ Antikörper 
gegen die konservierte Einheit die Einnistung des Bakteriums blockieren. Der zweite 
Mechanismus greift erst nach dem Eindringen des Pathogens in den Wirtsorganismus an der 
allen M-Typen-spezifischen Stelle an. Durch Opsonisierung leitet dieser die Phagozytose des 
Bakteriums ein.
Diese beiden Antikörper-Varianten stellen mögliche Ansätze für eine Impfung dar.
Das gesteigerte Interesse an einer Impfung ist hauptsächlich aus der Tatsache entstanden, dass 
einige Stämme Resistenzen gegen Penicillin, das bisherige Antibiotikum der ersten Wahl, 
entwickelten.
Weitere Probleme stellten sich jedoch in der Aufgabe, durch eine Immunisierung keine 
kreuzreagierenden Antikörper zu provozieren, die im Sinne von selbstgerichteten Antikörpern
als mögliche Ursache für die postinfektiösen Komplikationen ARF und AGN in Frage 
kommen [Cunningham, 2000].
Als Massell den ersten Ansatz für eine spezifische Impfung gegen den M-Typ 3 an Patienten 
erprobte, wurde nämlich genau diese Reaktion beobachtet [Massel et al., 1968]. Das akute 
rheumatische Fieber trat scheinbar vermehrt auf [Massel et al., 1969].
In der Folgezeit wurden mehrere Immunisierungsversuche unternommen, die sich aber meist 
ebenfalls nur auf einen spezifischen Serotypen bezogen.
Erst später wurden multivalente Impfstoffe erprobt.
So veröffentlichte Dale im Jahre 1993 Ergebnisse über tetravalente Hybride aus den 
N-terminalen Sequenzen der M-Typen 5, 6, 19 und 24 und im Jahre 1996 schließlich einen 
oktavalenten Impfstoff. Die Impfung schützte die behandelten Tiere vor einer Infektion mit 
diesen vier bis acht Serotypen.
Ebenso wurden passive Immunisierungen in Form von mukosalen IgA-Antikörpern gegen die 
konservierten Anteile verabreicht [Bessen, Fischetti, 1988a] und deren Wirkung an Tieren 
bestätigt.
Da aber noch am Menschen zu klären sein wird, wie erfolgreich die erwähnten Methoden 
gegen Regionen der M-Proteine wirklich sind, und in welchem Ausmaß sich die befürchteten 
Kreuzreaktionen äußern können, wurden neuere Ansätze zur Bekämpfung des 
Humanpathogens ergründet. 
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Impfstoffe, die viele Individuen vor Streptokokken-Infektionen schützen könnten, werden 
wahrscheinlich in Zukunft aus den multiplen Oberflächenantigenen und Endotoxinen der 
Erreger bestehen, um so vor Invasion, Kolonisation und Nachwirkungen zu behüten 
[Cunningham, 2000].
So besteht eine viel versprechende Methode in der intranasalen Verabreichung der 
C5a Peptidase, welche zu 95-98% in verschiedenen Serotypen identisch ist. Folglich scheint 
diese Methode bei erfolgter IgA- und IgG-Bildung einen wirkungsvollen Schutz zu bieten [Ji 
et al., 1997; Ji et al., 1996]. 
Ein weiterer Ansatz bezieht sich auf das Fibronektin Bindungsprotein I (SfbI) der 
Streptokokken, welches einerseits die Adhäsion der Bakterien über Fibronektin an den
Epithelzellen ermöglicht und andererseits die Invasion in diese Zellen vermittelt [Schulze, 
2001 zit. n. Telay et al., 2000]. Die Immunisierung von Mäusen mit dieser Substanz führte bei 
80% der untersuchten Tiere zu einer lang anhaltenden Immunität.
Aus der Vielzahl der erprobten Impfstoffe, deren nur bedingter Wirksamkeit und dem 
weiteren Anstieg der M-Typ-Variabilität wird ersichtlich, dass die Forschung in diesem 
Gebiet noch lange nicht abgeschlossen ist. Eine kostengünstigere Alternative stellt hier die 
M-Typ-unabhängige Wirksamkeit von Bacteriocinen dar, welche gegen S. pyogenes gerichtet 
sind, wie sie z.B. von S. salivarius gebildet werden. 
1.3 Streptococcus salivarius
1.3.1 Taxonomie und physiologische Rolle
S. salivarius wurde 1906 von Andrewes und Horder zum ersten Mal beschrieben, als ein 
Bakterium, dass Saccharose, Laktose und gewöhnlich auch Raffinose fermentiert.
Seine Zellen weisen einen Durchmesser von 0,8-?????????????????????????????änge von kurz
(zwei Zellen) bis sehr lang (>30 Zellen) variieren kann [Hardie, 1986b].
Die meisten Stämme erweisen sich als nicht-hämolysierend [Sherman et al., 1943], wobei 
auch eini????-???????????????????-Hämolyse zeigen.
Dennoch wird S. salivarius zur Viridans-Gruppe gezählt, in der viele Bakterien eine 
vergrünende Hämolyse aufweisen. Diese nicht strikt definierte Gruppe besteht aus beim 
Menschen vorkommenden Kommensalen, die einen Hauptteil der Mundflora ausmachen. Sie 
wird auch häufiger durch die nach Ausschluss anderer Streptokokken verbliebenen Spezies 
gebildet, da gewöhnlich keine Reaktion auf Lancefield-Antiseren erfolgt [Coykendall, 1989]. 
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S. salivarius kommt auf dem hinteren, dorsalen Teil der Zunge und auf der pharyngealen 
Mukosa vor. Er besiedelt bereits zwei Tage nach der Geburt den Mund-Rachenraum. Zu 
diesem Zeitpunkt soll er etwa 10% der Gesamt-Streptokokkenpopulation ausmachen, wobei 
sein prozentualer Anteil nach ungefähr einem Monat aber schon auf 25-30% ansteigt. 
Gemessen wurde dies über Abstriche, welche 104-106 S. salivarius-Zellen pro Abstrich 
enthielten. Bei Erwachsenen macht S. salivarius 2% der Streptokokken der bukkalen 
Schleimhaut insgesamt aus, sowie 17% der Zunge und 30% des Pharynx. In Speichelproben 
wurden 106-107 KBE pro ml gefunden [Frandsen et al., 1991].
Coykendall beschreibt weiterhin, dass S. salivarius auf Saccharose-Agar typische große 
Kolonien mit einer weichen und viskösen Textur bildet.
Er prod??????????????????????????????-Glukuronidase noch H2O2, hydrolysiert Esculin, nicht 
aber Arginin, fermentiert Raffinose, Trehalose, Salicin, Insulin und Stärke. Mannitol, 
Sorbitol, und Melibiose werden aber, wenn überhaupt, nur selten fermentiert [Coykendall, 
1989].
Da S. salivarius nur selten aus Infektionsprozessen isoliert wird, war er in den vergangenen 
Jahren auch weniger interessant für taxonomische Studien.
Sein Typ-Stamm trägt die Nummer ATCC 7073 [Hardie, 1986b].
Phänotypisch, biochemisch und auch via DNA-Hybridisierung scheint S. salivarius S. bovis 
und hier vor allem dem Biotyp II/2 zu ähneln [Coykendall, Gustafson, 1985]. In späteren 
Untersuchungen konnten jedoch keine Ähnlichkeiten auf genetischer Ebene festgestellt 
werden.
Farrow und Collins fanden 1984 über DNA-Homologien eine so nahe Verwandtschaft zu 
S. thermophilus, dass sie vorschlugen, diesen als Subspezies von S. salivarius neu zu 
klassifizieren, nämlich als S. salivarius ssp. thermophilus, und S. salivarius dementsprechend 
als S. salivarius ssp. salivarius.
S. salivarius ist apathogen für immunkompetente Individuen (siehe Kapitel 1.6).
Einige Stämme produzieren in unterschiedlichem Ausmaß eine bzw. mehrere Bacteriocin-
ähnliche Substanzen, welche vor einer Infektion mit dem Humanpathogen S. pyogenes
schützen können (siehe Kapitel 1.3.2).
Der Stamm S. salivarius TOVE-R scheint zudem in Tierversuchen S. mutans als 
Kariespathogen von der Zahnoberfläche zu verdrängen, was ferner auf eine 
Bacteriocinwirkung zurückgeführt wird [Tanzer et al., 1985].
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1.3.2 Steptococcus salivarius ssp. salivarius K12
S. salivarius ssp. salivarius K12 kann zu einem geringen Anteil in der Mundhöhle eines 
Menschen vorkommen. In den bisherigen Untersuchungen zur Bekämpfung von S. pyogenes
fiel dieser Stamm als besonders aktiv in der Produktion einer Bacteriocin-ähnlichen Substanz 
auf [Tagg, 2004]. Aus dieser Tatsache heraus wurde K12 Grundlage für 
Kolonisationsversuche in Neuseeland und schließlich als Nahrungsergänzungsmittel in Form 
von Tabletten etabliert [siehe Absatz 1.5 und 1.7].
Aufgrund dessen konzentrieren sich die folgenden Versuche dieser Arbeit auf S. salivarius 
ssp. salivarius K12. Die von ihm sezernierte Bacteriocin-ähnliche Substanz, Salivaricin A2, 
wird neben dem ebenfalls durch K12 produzierten Salivaricin B in den nachfolgenden
Abschnitten näher erläutert.
1.4 Bacteriocine
1.4.1 Bacteriocine und “Bacteriocin-like inhibitory substances”
Gratia beschrieb 1925 ein von einem Escherichia coli-Stamm produziertes Protein-
antibiotikum, das Kolizin, welches gegen einen nah verwandten Stamm gerichtet war. Einige 
Jahre später wurde für diese Kolizine der allgemeine Begriff Bacteriocine geprägt [Jack et al., 
1995 zit. n.Gratia, 1925 und Jacob et al., 1953]. 
Demnach waren Bacteriocine charakterisiert als Substanzen, die ein relativ hohes 
Molekulargewicht und ein enges Hemmspektrum innerhalb der eigenen Spezies aufwiesen, 
die weiterhin eine Plasmidgebundenheit der genetischen Determinante zeigten, und deren 
Freisetzung tödlich für die produzierende Zelle war. Weiterhin schien dessen Wirkung von 
einem biologisch aktiven Proteinbestandteil und dessen Absorption durch empfindliche Zellen 
von Rezeptoren abhängig zu sein. 
Die meisten der in der Folgezeit als Bacteriocine bezeichneten Produkte von grampositiven 
Bakterien entsprechen allerdings nicht eindeutig diesem klassischen Bild. Sie weisen ein 
relativ kleines Molekulargewicht und ein breiteres Wirkungsspektrum auf. Viele der 
grampositiven Bakterien tragen die Information für ihr Bacteriocin aber auch 
extrachromosomal. Bei dem von Lactococcus lactis produzierten Nisin zum Beispiel, befindet 
sich das Gen auf einem Transposon [Jack et al., 1995 zit n. Dodd et al., 1990]. 
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Ebenso kann das Proteinantibiotikum Zusätze von Lipiden und Kohlenhydraten enthalten 
[Jack et al., 1995 zit n. Upreti, Hinsdill, 1973].
Bei grampositiven Bakterien wird nicht von einem Absterben der produzierenden Zelle nach 
der Synthese berichtet. Von ihnen ist vielmehr bekannt, dass zunächst ein inaktiver Vorläufer 
(Prä-Propeptid) gebildet wird. Erst kurz vor der Freisetzung wird dieses durch Abspalten einer 
Leadersequenz zur aktiven Form modifiziert.
Ein letzter Unterschied besteht darin, dass die Wirkung nicht durch Rezeptormoleküle 
vermittelt wird. Dies liegt im unterschiedlichen Aufbau von grampositiven und -negativen 
Bakterienzellwänden begründet [Jack et al., 1995].
Nach diesen Erkenntnissen bezüglich der Produktunterschiede wurde vorgeschlagen, alle 
Hemmstoffe, die Kolizin-ähnlich wirken, allerdings nicht mit diesem identisch sind, als 
„bacteriocin-like substances“ bzw „bacteriocin-like inhibitory substances“ (BLIS) zu 
bezeichnen.
BLIS ist also definiert als bakterielles Peptid, welches extrazellulär freigesetzt wird und in 
geringer Konzentration fähig ist, bestimmte andere oder nah verwandte Bakterien zu töten 
und gegen welches die produzierende Zelle eine gewisse Immunität zeigt. Diese Definition ist 
somit nicht auf Bakterien begrenzt, deren genetische Bacteriocin-Determinante auf einem 
Plasmid liegt und besagt auch nicht, dass die Zellen nach der Produktion absterben. Weiterhin 
müssen keine spezifischen Rezeptoren und kein enges Hemmspektrum vorliegen, wie es in 
der ursprünglichen Begriffsbildung beschrieben wurde [Tagg, 1992].
Bacteriocine bzw. Bacteriocin-ähnliche Substanzen lassen sich nach Bauernfeind in zwei 
Gruppen einteilen:
1. niedermolekulare Substanzen mit einem Molekulargewicht von 20.000-90.000 Dalton; 
schnell diffundierend, trypsinempfindlich; im Elektronenmikroskop nicht darstellbar,
2. hochmolekulare Substanzen mit einem Molekulargewicht von ca. 2.000.000 Dalton; 
schlecht diffundierend, trypsinresistent mit phagenschwanzähnlicher Struktur im 
Elektronenmikroskop.
Zur Namensgebung wird der Speziesnamen durch die Endung -cine ergänzt [Bauernfeind, 
Shah, 1990].
Eine weitere Einteilung in vier Untergruppen empfahl Klaenhammer 1993 für 
Milchsäurebakterien:
- Klasse I: Lanthionine (siehe 1.4.2),
- Klasse II: kleine (<10 kDa), relativ hitzestabile nicht Lanthionin-enthaltende 
membranaktive Moleküle,
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- Klasse III: große (>30 kDa), hitzestabile Proteine,
- Klasse IV: komplexe Bacteriocine, die essentielle Lipide oder Kohlenhydratgruppen 
als Zusatz zum Protein aufweisen.
Bis heute ist jedoch keine eindeutige Einteilung und Nomenklatur der Bacteriocine und 
Bacteriocin-ähnlichen Substanzen etabliert worden, was die Komplexität dieser Begriffe 
verdeutlicht.
1.4.2 Lantibiotika
Die Bezeichnung Lantibiotika stellt die Kurzform für Lanthionin-haltige Peptidantibiotika
dar. Ihr auffälligstes Merkmal sind die durch die Thioether-Aminosäuren Lanthionin (Lan) 
und Methyl-Lanthionin (MeLan) gebildeten intramolekularen Ringstrukturen. Zudem wurden 
in Lantibiotika eine Reihe anderer seltener Aminosäuren, wie Didehydroalanin (Dha), 
Didehydrobutyrin (Dhb), S-Aminovinylcystein, Erythro-3-hydroxyaspartat, D-Alanin, 
Dimethylalanin und Lysinoalanin nachgewiesen [Bierbaum, 1999]. Die Wirkung der 
Lantibiotika ist hauptsächlich gegen grampositive Bakterien gerichtet, da sie aufgrund ihrer 
Größe (ungefähr 1800-4600 Dalton) die äußere Membran der gramnegativen Bakterien nicht 
penetrieren können. Bis heute sind ungefähr 30 Lantibiotika beschrieben [Brötz, Sahl, 2000].
Für jedes Lantibiotikum existiert ein Operon mit Strukturgenen, welche für das Endprodukt 
und den damit in Zusammenhang stehenden Biosyntheseapparat kodieren. Das Operon kann 
entweder auf dem Plasmid, im Chromosom oder auf Transposons lokalisiert sein. Das 
Primärprodukt ist ein Präpeptid, das N-terminal eine Leadersequenz trägt. Erst durch 
posttranslationale Modifikation werden die Lan- und MeLan-Reste aus den Serin-, Threonin-
und Cystein-Resten des Präpeptids gebildet. Die Leadersequenz wird vor dem Ausschleusen 
des Lantibiotikums abgespalten [Bierbaum, 1999].
Basierend auf ihren Struktureigenschaften und ihren Wirkungsmechanismen werden zwei 
Hauptgruppen der Lantibiotika unterschieden.
Unter Typ-A-Lantibiotika werden lang gestreckte, schraubenförmige, amphipathische 
Moleküle verstanden, welche hauptsächlich durch Porenformation in der 
Zytoplasmamembran auf die Zielzellen wirken [Brötz, Sahl, 2000]. Sie werden von 
Staphylokokken, Streptokokken, Laktokokken und Bazillen produziert [Bierbaum, Sahl, 
1993].
Typ-B-Lantibiotika weisen dagegen eine kompakte, globuläre Struktur auf und hemmen die 
Funktion bestimmter Enzyme, indem sie Komplexe mit membrangebundenen Substraten 
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bilden [Brötz, Sahl, 2000]. Diese werden von Streptomyzeten gebildet [Bierbaum, Sahl, 
1993].
Die Typ-A-Lantibiotika zeigen eine membranaktive Wirkung. Wahrscheinlich dringen diese 
Lantibiotika mit ihrem hydrophoben Teil in die Membran ein, während die positiv geladenen 
Reste an die negativ geladenen Kopfgruppen der Phospholipide binden. Bei einem 
Membranpotential von mindestens 80 mV legen sich die Phospholipide an den Lantibiotika 
senkrecht. Dadurch verschmelzen die äußere und innere Membran für einen kurzen Zeitraum 
miteinander und es entsteht eine wassergefüllte Pore. Diese kann einen Durchmesser von 
ungefähr 0,1-1 nm betragen und Millisekunden bis Sekunden bestehen bleiben.
Hierdurch kommt es zu einem Efflux von Metaboliten wie Aminosäuren oder ATP und 
gleichzeitig zu einem Zusammenbrechen des Membranpotentials. Dies bewirkt ein direktes 
Sistieren aller Biosynthesen [Bierbaum, 1999; Benz et al., 1991].
Die Typ-B-Lantibiotika komplexieren den extrazellulären Zellwandpräkursor Lipid II, 
wodurch die Transglykosilierung, die Peptidoglykansynthese der Zellwand, gestört wird. 
Daraus resultiert eine verminderte Dicke der Wand oder eventuell sogar eine Zelllyse 
[Bierbaum, 1999; Brötz, Sahl, 2000]. 
1.4.3 Salivaricin
S. salivarius ist eines von vielen grampositiven Bakterien, die eine Bacteriocin-ähnliche 
Substanz bilden. Diese Substanz wird gemäß der Spezies Salivaricin genannt und scheint 
wirksam im Schutz??????-hämolysierenden Gruppe-A-Streptokokken. Diese Wirkung wurde 
durch mehrere In-vitro- und In-vivo-Untersuchungen bestätigt [siehe hierzu Kapitel 1.7]. 
Am Stamm S. salivarius 20P3 wurde Genaueres über diese Substanz erforscht. 
Das Salivaricin dieses Stammes wird als Salivaricin A bezeichnet und besitzt eine 
Molekularmasse von 2,315 ± 1,1 Dalton. Es wird als 51-AS-Peptid synthetisiert und 
posttranslatorisch durch Abspalten einer Leadersequenz in einen nur 22 Aminosäuren 
enthaltenden aktiven Rest umgewandelt [Ross et al., 1993]. Mögliche Funktionen dieser 
Leadersequenz könnten in der Stabilisierung des Präpeptids bis zur Ausschleusung oder 
hypothetisch auch in der Vermittlung der Immunität gegenüber dem Salivaricin A liegen.
Bei der direkten Übersetzung der Nukleotidsequenz in eine Aminosäurenabfolge verglichen 
mit der Edman-Sequenzanalyse fehlen drei Cystein- und zwei Threoninreste sowie ein
Serinrest, was auf ein Lantibiotikum mit einem Lanthionin (Ser-Cys-?? ???? ????? ?-
Methyllanthioninen (Thr-Cys-) hinweist [Ross et al., 1993].
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Aus neueren Untersuchungen geht jedoch hervor, dass sich die Vorstufe aus 48 Aminosäuren 
zusammensetzt. Zudem wurde mittlerweile für den Stamm 20P3 das gesamte Operon, 
welches für das Lantibiotikum und die zugehörigen Modifikations- und 
Transportkomponenten kodiert, entschlüsselt. So steht das salA Gen für das Präpeptid des 
Salivaricin A; die Gene salB und salC für die Enzyme zur posttranslationalen Modifikation 
des Lantibiotikums, nämlich der Aminosäurendehydratation und der Thioetherbrücken-
Formation; die Gene salT und salX für die Abspaltung der Leadersequenz und die 
Ausschleusung des aktiven Teils aus der Zelle mittels eines ABC-Transporters; die Gene salK 
und salR für den „kinase-response regulator“, dessen phosphorylierter Regulator auf das 
Operon zurückwirkt. Für das salY Gen wird vermutet, dass es mit der Immunität der Zelle 
gegen das eigens produzierte Lantibiotikum in Zusammenhang steht [Upton et al., 2001].
sal  A       B     C      T      X          Y              K      R        
Abbildung 1-2: Struktur des sal-Operons bei S. salivarius 20P3. [Zeichnung abgeändert nach Upton et al., 
2001] Die Rauten markieren Promotoren; die Kreise “inverted repeats“.
Näheres zur Expression der sal-Gene und deren Regulation wird in der Diskussion, Kapitel 4, 
erörtert.
S. salivarius ssp. salivarius K12, der die Hauptrolle in den folgenden Versuchen spielt, 
produziert zwei Peptide, die gegen S. pyogenes gerichtet sind.
Zum einen handelt es sich hier um Salivaricin A2, welches sehr hohe Verwandtschaft mit der 
von S. salivarius 20P3 sezernierten Substanz, Salivaricin A, aufweist. Diese unterscheiden 
sich an nur zwei Stellen der Aminosäuresequenz voneinander. Salivaricin A2 besitzt eine 
Molekularmasse von 2368 Da.
Zum anderen wird Salivaricin B freigesetzt, das mit A2 nicht homolog ist und ein 
Molekulargewicht von 2733 Da aufweist.
Beide Peptide scheinen gleichzeitig von der Bakterienzelle sezerniert zu werden und sich so 
in ihrer Wirkung zu ergänzen [Tagg, 2004].
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1.4.4 weitere Beispiele
Ein schon sehr lange bekanntes Lantibiotikum ist Nisin, welches von Lactococcus lactis ssp.
lactis produziert wird. Schon 1952 wurde Lanthionin in diesem Bacteriocin nachgewiesen,
und im Jahr 1971 schließlich die Peptid-Struktur aufgeklärt [Bierbaum, Sahl, 1993]. Es wird 
in über 50 Ländern zur Konservierung von z.B. Käse, Gemüse, pasteurisisierten
Milchprodukten, Flüssigei-Produkten, und Salat-Dressings eingesetzt.
Nisin hat gewöhnlich keinen Einfluss auf gramnegative Bakterien, Hefen und Schimmelpilze, 
da deren äußere Membran nicht durch das Bacteriocin durchdrungen werden kann. Seine 
antibakterielle Aktivität richtet sich gegen grampositive Bakterien wie Milchsäurebakterien, 
Listerien, Staphylokokken und Mykobakterien und die sporenbildenden Gattungen Bacillus
und Clostridium [Chen, Hoover, 2003].
Nisin Z stellt eine natürlich vorkommende Variante von Nisin dar, die sich lediglich durch 
den Austausch einer einzigen Aminosäure unterscheidet [Pag, 1998].
Ein weiteres Beispiel eines Bacteriocins ist Subtilin, welches von Bacillus subtilis während 
des Sporulationsprozesses gebildet wird und Nisin strukturell sehr ähnlich scheint [Bierbaum, 
Sahl, 1993 zit. n. Jansen, Hirschmann, 1944].
Zwei zusätzlich zu erwähnende Bacteriocine stellen Epidermin und sein Strukturanalogon 
Gallidermin, die durch Staphylococcus epidermidis und Staphylococcus gallinarum gebildet 
werden, dar. Ihre größte Wirksamkeit zeigen beide Bacteriocine gegen Staphylokokken und 
Streptokokken. Zudem weisen sie eine nennenswerte Aktivität gegen Propionibacterium 
acnes auf, wodurch sich die Möglichkeit im Einsatz als Aknetherapeutikum anbietet 
[Bierbaum, Sahl, 1993 zit. n. Jung, 1991]. 
Namentlich seien weiterhin folgende Bakterien als Bacteriocin-Produzenten erwähnt: 
Escherichia coli (Kolicine) [Jack et al., 1995 zit. n. Jacob et al., 1953], Pseudomonas 
aeruginosa (Pyocine) [Michel-Briand, Baysse, 2002], Bacillus megaterium (Megacine) 
[Tagg et al., 1976] und Enterococcus faecium L50 (Enterocine) [Cintas et al., 1998].
Die in diesem Abschnitt erwähnten Bacteriocine können nur beispielhaft für die große Anzahl 
dieser antibakteriell wirksamen Substanzen stehen.
1.5 Throat Guard-Probiotikum
BLIS K12 Lutschtabletten enthalten das nützliche Bakterium S. salivarius ssp. salivarius K12 
in einer Konzentration von mindestens 1.000.000 KBE pro Tablette. Zwölf Tabletten sollen 
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laut Hersteller einen Monat zur Prävention vor bakteriellen Hals- und Racheninfektionen 
dienen, indem sich das Wirkstoffbakterium an die orale und pharyngeale Schleimhaut heftet. 
Diese Anheftung wird durch eine vorhergehende Keimreduktion durch Umspülen des Mundes 
mit 10 ml Chlorhexidinspülung für 30 Sekunden und anschließendem zweistündigem Warten 
begünstigt. Die erste Tablette soll für ungefähr drei Minuten im Mund zergehen. Dann sollen 
im Abstand von zwei bis vier Stunden am ersten Tag, jedoch nun ohne vorhergehendes 
Spülen, noch drei Tabletten eingenommen werden. Diese Aufnahme sollte an insgesamt drei 
aufeinander folgenden Tagen im gleichen Rhythmus durchgeführt werden.
Die in diesem kurzen Zeitraum applizierte S. salivarius-Konzentration kolonisiert den Wirt 
für einen Monat. In diesem Monat behält der aufgenommene Keim in dem Gebiet, in 
welchem S. pyogenes sich vorzugsweise ansiedelt, die Oberhand durch einen verdrängenden 
oder hemmenden Mechanismus. Der Patient ist also in dieser Zeit vor solchen Infektionen 
geschützt.
Wird jedoch während des Wirkungszeitraumes von einem Monat ein Antibiotikum 
eingenommen, so wird die gesamte Bakterienflora reduziert und somit auch die Konzentration 
von S. salivarius. Aus diesem Grunde sollte das K12-Produkt nach Einnahme eines solchen 
Medikamentes erneut eingenommen werden. Eine Spülung mit Chlorhexidin ist aufgrund der 
erwähnten Bakterienreduktion im Mund-Rachenraum jedoch nun nicht mehr erforderlich.
Hauptanwendungsgebiet für dieses Probiotikum stellt also die präventive Stärkung der 
körpereigenen Abwehr während Zeiten erhöhter Infektanfälligkeit, z.B. im Winter, dar. Selbst 
für Schwangere und stillende Frauen ist die Einnahme dieses Mittels unproblematisch.
Bei immunsupprimierten Patienten sollte vor der Anwendung Rücksprache mit dem 
behandelnden Arzt gehalten werden.
Weitere Anwendungsgebiete für die Gabe dieses Probiotikums liegen in der therapeutischen 
Ergänzung zu Medikamenten mit antibakteriellen Eigenschaften bei Halsentzündungen, um 
eine gesunde Keimflora aufzubauen.
1.6 Pathogenität von Streptococcus salivarius
S. salivarius gehört wie schon unter 1.3.1 erwähnt zur Viridans-Gruppe. Viele Vertreter dieser 
Klasse bewohnen als Kommensalen die Mundhöhle und den Pharynx jedes Menschen und 
verhalten sich dort apathogen. 
Dennoch sollte man S. salivarius wie viele Bakterien als opportunistisch pathogen ansehen. 
So sind Fälle von Bakteriämien, Endokarditis, Meningitis und anderen phlogistischen 
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Prozessen publiziert worden, bei denen Spuren von S. salivarius nachgewiesen werden 
konnten. 
Über Bakteriämien wurde am häufigsten in Zusammenhang mit gastrointestinaler Endoskopie 
berichtet. In einer Untersuchung wurde Patienten zehn Minuten und vier Stunden nach einem 
Eingriff, bei dem auf diese Weise Neoplasien reseziert wurden, Blut entnommen, um eine 
mögliche Anschwemmung von Keimen zu detektieren. In der ersten Probe fanden sich in nur 
5,3% der Fälle Bakterien, darunter jedoch S. salivarius sowie Corynebakterien. Nach vier 
Stunden sank die Anzahl wieder auf die ursprünglichen Werte. Es traten keine 
Folgeerscheinungen auf. [Lee et al., 2000].
In einem großen amerikanischen Krankenhaus wurde eine retrospektive Studie über 
Bakteriämien und Endokarditiden in einem Zeitraum von zwölf Jahren (1980-1991) 
durchgeführt. Gener???? ??????? ?-hämolytische Keime nur eine sehr geringe Prävalenz bei 
Bakteriämien auf [Watanakunakorn, Pantelakis, 1993].
Vorrausetzung für eine Invasion von Keimen in den Blutkreislauf ist jedoch eine Verletzung 
oder Entzündung der Haut- oder Schleimhäute.
Die Komplikation Endokarditis steht in engem Zusammenhang mit Bakteriämien, da sie aus 
einer solchen Einschwemmung ins Blut resultieren kann [Carley, 1992].
Hierbei adhärieren die Keime an die schlecht mit Blut versorgten, wahrscheinlich 
vorgeschädigten Herzklappen. Das Adhärenzvermögen von S. salivarius scheint dabei 
deutlich geringer als das von Staphylococcus aureus und S. pyogenes zu sein [Crawford, 
Russel, 1986].
Es wurde über Fälle von Meningitis berichtet, die entweder aus einer Spinalanästhesie 
[Newton et al., 1994; Berrouschot et al., 1997], Lumbalpunktion [Veringa, 1995] oder einem 
neurochirurgischen Eingriff [Watanakunakorn 1992] resultierten. Die isolierten Keime 
stammten jedoch entweder von der endobukkalen Flora bei der Operation anwesender 
Personen oder der Haut des Patienten selbst. Durch einfache aseptische Kautelen, wie unter 
anderem das Tragen eines Mundschutzes bei chirurgischen Interventionen, lassen sich solche 
iatrogenen Vorfälle vermeiden.
In seltenen Fällen wurde S. salivarius mit opportunistischen Infektionen in Verknüpfung mit 
Bronchial- [Svane, 2000], Mundhöhlen- [Sakamoto et al., 1999] oder Kolonkarzinomen 
[Legier, 1991] gefunden, also bei stark immunsupprimierten Patienten.
In weiteren Einzelfällen wurde S. salivarius aus Hautinfektionen [Brook, 1980], odontogenen 
Sinusitiden [Bertrand, 1997], neonataler Sepsis [West et al., 1998] und Nomaläsionen [Paster, 
et al., 2002] isoliert.
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Im April des Jahres 2003 wurde S. salivarius ssp. salivarius K12 vom Ausschuss für 
Arbeitssicherheit, speziell im Hinblick auf sein enormes Nutzungspotential, als Probiotikum 
für genügend apathogen befunden, so dass er ab diesem Zeitpunkt der Risikoklasse I zugeteilt 
wurde. Damit darf dieses Bakterium in der Lebensmittelindustrie oder zur Anfertigung von 
Nahrungsergänzungsmitteln prinzipiell eingesetzt werden.
In anderen Ländern geschah dies bereits viel früher, wodurch das Thema dieser Arbeit erst 
ermöglicht wurde. Die Subspezies salivarius K12 bewahrt seit Juli 2002 in Neuseeland 
Kinder vor pyogenen Racheninfektionen. Ihr schützender Effekt wurde demzufolge in 
klinischen Studien bestätigt. 
1.7 Bisherige Versuche zur Wirksamkeit von Streptococcus salivarius
Schon in den 80er Jahren des letzten Jahrhunderts wurde durch Sander et al. der positive 
Effekt der normalen Flora des Rachenraumes bestätigt. Kinder, die weniger Infektionen 
durchlebten, zeigten signifikant häufiger ein protektives Bakterien-Spektrum [Sander et al., 
1977].
Die besondere Rolle des S. salivarius bei diesem Wechselspiel wurde jedoch erst später 
verdeutlicht. So wurden 1982 sechs Salivarius-Stämme (5, 6, 9, 36, MPS und 20P3) auf ihr 
Hemmspektrum gegen neun Indikatorstämme, Staphylococcus epidermidis und Vertreter der 
Streptokokken-Gruppen A, C, E, F und N, untersucht [Dempster, Tagg, 1982]. Die 
Testmethode richtete sich nach einer früher etablierten und standardisierten Methode zur 
Detektion von Bacteriocin-Produktion und -Empfindlichkeiten, dem „fingerprinting“.
Diese Bacteriocinotypie wurde mittels eines verzögerten Antagonistentests durchgeführt. Der 
produzierende Stamm wurde strichförmig auf die Mitte einer Agarplatte aufgetragen, 
18 Stunden inkubiert und am nächsten Tag nach vorsichtiger Abtragung mit 
Chloroformdampf abgetötet. Erst danach konnten die Antagonisten, hier Indikatoren, 
ebenfalls linear senkrecht zum Produzenten aufgetragen werden. Einen weiteren Tag später 
war es möglich, die für jeden Stamm charakteristischen Hemmspektren abzulesen [Tagg, 
Bannister, 1979]. 
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Abbildung 1-3: Antagonistentest der Tagg-Arbeitsgruppe. In der Mitte ist S. salivarius ssp. salivarius K12
linear senkrecht zu den antagonistischen Stämmen aufgetragen; vgl. mit den Abbildungen im Ergebnisteil. Es 
zeigt sich bei allen Teststämmen eine Inhibition, woraus der P-Typ 777 resultiert.
Dabei wurde jedem untersuchten Stamm ein so genannter P-Typ zugeordnet. Jeder P-Typ 
beinhaltet einen drei Zahlen umfassenden Code, der für eine mögliche Hemmung der neun 
Indikatorstämme verschlüsselt. Werden beispielsweise keine antagonistischen Stämme 
inhibiert, wird dem Stamm der P-Typ 000 zugeordnet. Zeigt ein Bakterium volles 
Hemmspektrum, erhält es den P-Typen 777 [Tagg, Bannister, 1979].
So bekam S. salivarius 20P3 den P-Typen 677 und S. salivarius ssp. salivarius K12 777, da er 
alle untersuchten Stämme inhibierte [Tagg, 2004].
Generell wurde eine erhöhte Sensitivität der Gruppe-A-Streptokokken gegenüber der von 
S. salivarius produzierten Bacteriocin-ähnlichen Substanz detektiert. Ebenso schien 
S. pneumoniae überdurchschnittlich empfindlich [Dempster, Tagg, 1982].
????? ???????? ????????????? ????? ???? ????????? ???????? ?????? ????? ???? ??????? ?-
hämolysierende S. salivarius-Stämme: 3638, JH, K17, K21, K26, KWF, TOVE [Tompkins, 
Tagg, 1987].
Basierend auf den bereits erwähnten Ergebnissen von Sander et al. wurden in einer klinischen 
Studie in Brasilien Kinder mit und ohne Pyogenes-Infektionen näher betrachtet. Es konnten 
erneut Verbindungen zur Keimflora bestätigt werden. Die gesunden Kinder bewirteten mehr 
BLIS-positive S. salivarius-Stämme [Fantinato et al., 1999]. 
Zu ähnlichen Ergebnissen kam die Tagg Arbeitsgruppe, die S. salivarius sogar als 
„wesentlichsten Beitrag zur Kapazität der Bacteriocin-Produktion der normalen mikrobiellen 
Zungenflora“ bezeichneten. Dabei wurden 780 Schulkinder auf die Trägerschaft einer 
nützlichen Keimflora hin untersucht. Insgesamt 9% dieser Kinder wiesen einen Salivarius-
Stamm auf, der sowohl in-vitro als auch in-vivo S. pyogenes hemmte. Diesem konnte über die 
konventionelle Testmethode der P-Typ 677 zugeordnet werden. [Dierksen, Tagg, 2000]. 
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Im Jahre 2001 schließlich wurden Kolonisationsversuche mit dem besonders produktiven 
Salivarius-Stamm K12 an Kindern und Erwachsenen durchgeführt. Es traten bei keinem der 
Probanden Nebenwirkungen auf. Zwei Kinder und zwei Erwachsene waren sogar für ein Jahr 
kolonisiert und somit vor Racheninfektionen geschützt.
Seit der BLIS-Einführung im Juni 2002 in Neuseeland sind bis dato noch keine 
Folgeerscheinungen aufgetreten [nach persönlicher Mitteilung durch Professor J.R. Tagg und 
BLIS Technologies, NZ]. 
1.8 Intention der Untersuchung
S. pyogenes stellt ein Bakterium dar, dessen Pathogenität bis hin zur Letalität reichen kann, 
wie dies unter 1.2 geschildert ist. Seit Jahrzehnten werden zur Bekämpfung dieses Keimes vor 
allem das Antibiotikum Penicillin oder alternativ Makrolidderivate eingesetzt. Durch die 
Verwendung von Antibiotika kann es jedoch zu einem Selektionsvorteil für durch Mutationen 
entstandene resistente Keime kommen. Deshalb sollte diese Stoffgruppe sparsam und nur 
unter strenger Indikation eingesetzt werden. Dieser Vorsatz zwingt zur Etablierung von 
Alternativen zur klassischen Behandlung.
Die Etablierung einer umfassenden Impfung gegen diesen bedeutsamen Pathogen ist aufgrund 
der sehr hohen Variabilität seiner immunogenen Determinante, dem M-Protein, praktisch 
unmöglich [vgl. 1.2.2]. 
Aus den angeführten Gründen stellt die Verdrängung von S. pyogenes mittels Bacteriocin-
Produktion des Antagonisten S. salivarius ssp. salivarius K12 eine kostengünstige aber 
dennoch effektive Alternative dar. Diese Erkenntnis wird seit mittlerweile mehr als zwei 
Jahren in Neuseeland erfolgreich im Kampf gegen den pyogenen Erreger eingesetzt. Die 
zahlreichen im M-Typ begründeten Subtypen von S. pyogenes und deren teilweise an 
Regionen gebundene Verbreitung lassen allerdings die Frage offen, ob der in Neuseeland 
angewandte S. salivarius ssp. salivarius K12 seine Wirkung ebenfalls gegen in Deutschland 
vorkommende Keime entfaltet.
Diese Dissertation unternimmt deshalb den Versuch, einige besonders häufig in unseren 
Regionen vorkommenden Varianten, darunter auch hoch pathogene Stämme, auf ihre 
Empfindlichkeit gegenüber dem Salivaricin A2 hin zu untersuchen. 
Die S. pyogenes-Stämme wurden dem Nationalen Referenzzentrum für Streptokokken in 
Aachen entnommen und stellen somit einen repräsentativen Überblick über die in 
Deutschland vorherrschenden M-Typen dar. Dabei wurde auf eine gute Verteilung der 
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Entnahmeorte und Variabilität der Krankheitsbilder geachtet, sowie auf eine große Differenz 
der M-Typen. 
Die Versuche wurden als In-vitro-Untersuchungen sowohl auf festem als auch in flüssigem 
Medium durchgeführt, um den physiologischen Verhältnissen in der Mundhöhle möglichst 
gerecht werden zu können.
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2. Kapitel: Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Bakterienstämme
Ø S. salivarius ssp. salivarius K12 wurde den BLIS K12 Throat Guard Tabletten 
entnommen. Diese wurden zerstoßen und in physiologischer Kochsalzlösung 
dispergiert auf Columbia Agar-Platten in eine Kultur überführt.
Ø Weitere S. salivarius-Stämme wurden der Sammlung des Nationalen 
Referenzzentrums für Streptokokken in Aachen entnommen [mit freundlicher 
Genehmigung von Univ.-Prof. Dr. R. Lütticken].
Labornummer
Aachen (AC)
Einsendeort
nach Bundesland
klin. Diagnose
AC 1802 Nordrhein-Westfalen Endokarditis
AC 2051 Nordrhein-Westfalen Chemotherapie
AC 3342 Nordrhein-Westfalen unbekannt
AC 3994 Saarland Sepsis, Meningitis
AC 4381 Nordrhein-Westfalen unbekannt
       Zudem wurde der Referenzstamm S. salivarius DSM 20067 näher untersucht.
Ø Die S. pyogenes- Stämme wurden ebenfalls aus der Sammlung des Nationalen 
Referenzzentrums für Streptokokken in Aachen bezogen. Die Stammkulturen werden 
dort bei -70°C in einem Cryobank™-Medium konserviert. Bei der Entnahme sollten 
Einsendeort und Krankheitsbild, aus dem der Erreger isoliert wurde, berücksichtigt 
werden. Zudem war eine Erfassung möglichst vieler M-Typen erwünscht. Die 
Stamminformationen sind im Ergebnissteil in der Tabelle 3-2 für die verwendeten 
Pharyngitiserreger und in Tabelle 3-3 für die Sepsiserreger aufgeführt.
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Ø Zum Kontrast wurden zudem die folgenden Stämme weiterer Arten verwendet:
1. S. mutans ATCC 25175
2. S. mitis AC 790
3. S. rattus DSM 20564
4. S. anginosus DSM 20563
5. S. intermedius DSM 20573
6. S. agalactiae AC 475
2.1.2 Medien und Chemikalien
BHI-Bouillon                                                         37 g Fertigmedium (Oxoid CM 
225)
in 1 l H2O suspendiert, autoklaviert
Columbia Agar 39 g Columbia Agar Base (Oxoid 
CM 331) in 1 l H2O suspendiert,
autoklaviert und nach Abkühlen
auf 50 °C Zusatz von 5% sterilem
Schafsblut (FSR 1055), in
Petrischalen gegossen
isotonische Kochsalzlösung Delta Pharma GmbH, Pfullingen,
Deutschland
Aqua bidest doppelt destilliertes Wasser
Chloroform Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland
Cryobank™-Medium MAST Diagnostica GmbH,
Reinfeld, Deutschland
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2.1.3 Geräte und Verbrauchsmaterialien
Einweg-Impfösen blau 10µl Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland
Einweg-Impfnadeln gelb                                       Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland
Pipetten (Modell: Research 3110)
weiß 0,5-?????
gelb 10-??????
blau 100-???????
Eppendorf AG, Hamburg, 
Deutschland
Pipettenspitzen    weiß: 0,5-?????
gelb 10-??????
blau 100-???????
Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
KaBe-Labortechnik, Nümbrecht
Eisenroth, Deutschland
Reagenzgläser starkwandig
Höhe 150 mm; 16 mm Durchmesser
Assistent, Deutschland
Rotalibo®-Fertigstopfen aus Zellwatte
für Reagenzglas
Carl Roth GmbH & CoKG,
M. Finsterer, Laborbedarf,
Grafrath, Deutschland
Bechergläser 50 ml, 100 ml
aus Duran®-Laborglas
Schott AG, Mainz,
Deutschland
Zylinderkolben 100 ml
aus Duran®-Laborglas
Schott AG, Mainz,
Deutschland
Röhre 13 ml; 95*16,5 mm Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
Reagiergefäße 1,5 ml (micro tubes) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
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Probenröhrchen 1,5 ml konisch 
mit Verschluss
Biozym Diagnostik GmbH,
Hess. Oldendorf, Deutschland
Rotalibo®-Petrischale aus Glas;
Höhe 20 mm, 100 mm Durchmesser
Carl Roth GmbH & CoKG,
M. Finsterer, Laborbedarf,
Grafrath, Deutschland
Bürker Zählkammer Brand GmbH & CoKG, Wertheim,
Deutschland
Zählgerät (Handstückzähler) IVO GmbH & Co, Villingen,
Deutschland
Deckgläser 24*24 mm Menzel-Gläser, Menzel- GmbH,
Braunschweig, Deutschland
Objektträger 76* 26 mm Engelbrecht Medizin- und
Labortechnik GmbH, Germering,
Deutschland
Mikroskop Laborlux 11 Binokular Leitz, Wetzlar, Deutschland
Bunsenbrenner Kavo Dental GmbH, 
Biberach/ Riss, Deutschland
Drigalski-Spatel geformt aus
Rotalibo®-Glasstäben
Carl Roth GmbH & CoKG,
M. Finsterer, Laborbedarf,
Grafrath, Deutschland
CO2-Brutschrank Heraeus, Osterode, Deutschland
-70°C Kühlgerät Heraeus, Osterode, Deutschland
Schüttler (minishaker MS 1) IKA®-Works, Wilmington, NC
31
Rotalibo®-Wabenboxen (-70°C) Carl Roth GmbH & CoKG,
M. Finsterer, Laborbedarf,
Grafrath, Deutschland
Rotalibo®-Reaktionsgefäßständer Carl Roth GmbH & CoKG,
M. Finsterer, Laborbedarf,
Grafrath, Deutschland
2.2 Methoden
2.2.1 Vorbereitungen: Erstellung definierter Zellsuspensionen
Für die Versuche im Flüssigmedium mussten von allen untersuchten Bakterienstämmen 
Suspensionen mit definierten Zellzahlen hergestellt werden. Es wurde eine möglicht exakte 
Anzahl von 10.000.000 koloniebildenden Einheiten pro ml Suspension angestrebt.
Dazu wurden zehn S. pyogenes-Stämme, ATCC 12202, ATCC 700294, ATCC 8671, 
ATCC 12344, ATCC 75062, ATCC 75063, ATCC 71675, AC 5180, AC 5184 und AC 5185 
sowie S. mutans ATCC 25175, S. mitis AC 790, S. rattus DSM 20564, S. anginosus
DSM 20563, S. intermedius DSM 20573, S. salivarius DSM 20067, den B-Streptokokken 
S. agalactiae AC 475 und natürlich S. salivarius ssp. salivarius K12 aus den Stammkulturen 
isoliert und auf Columbia Agar-Platten mittels „Drei-Ösen-Ausstrich“ übertragen. 
Zwei der nach Inkubation von einem Tag gewachsenen Kolonien aller zu untersuchenden 
Stämme wurden in sechs ml BHI-Bouillon überführt und im CO2-Schrank bei 37°C und 
7% CO2 bebrütet. Nach einer Inkubation von durchschnittlich sechs Stunden wurden die 
Suspensionen entnommen und näher untersucht. 
Zur genauen Auszählung erwies es sich als hilfreich, zunächst Gram-Präparate aller 
suspendierten Stämme herzustellen, um nähere Angaben über die Zellzahl pro 
koloniebildender Einheit machen zu können. Dazu wurde jeweils ein Tropfen der jeweiligen 
Bouillon auf einen Objektträger gegeben, dieser luftgetrocknet und durch Schwenken in der 
Flamme hitzefixiert. Die Träger wurden dann drei Minuten mit Gentianaviolett und nach 
Abgießen des Überstandes zwei Minuten mit Lugol’scher Lösung überschichtet. Aus diesen 
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beiden Reagenzien entstand ein schwer löslicher blau-violett erscheinender Farbstoff auf dem 
Objektträger. Bei gramnegativen Bakterien, deren Peptidoglykananteil nur 15% beträgt, ist 
eine Extraktion dieses Farblackes mit Alkohol leicht möglich, bei den grampositiven mit 60-
90% Peptidoglykanen jedoch nur schwer. Nach einer Differenzierung der beiden Gruppen
durch kurzes Auswaschen mit 96%-igem Alkohol konservierten also nur die grampositiven 
Keime den Farbstoff. Um die gramnegativen Bakterien wieder sichtbar werden zu lassen, 
wurde mit Wasser gereinigt und 20 Sekunden mit Safranin, welches eine rote Farbe ergibt, 
gegengefärbt. Anschließend wurde erneut mit Wasser gespült, und das nun gefärbte Präparat 
luftgetrocknet. Die Kettenlänge der koloniebildenden Einheiten konnte so bei einer 
Vergrößerung von 1:100 mit Öl als Dispersionsmedium leicht bestimmt werden.
Später wurden die Suspensionen mittels einer Zählkammer nach Bürker näher betrachtet. 
Unter Zählkammern werden Präzisionsmessgeräte in Form von Objektträgern bezeichnet, 
welche zur Auszählung von Bakterien oder anderen Teilchen verwendet werden können. Alle 
Zählkammern weisen das gleiche im Folgenden beschriebene Bauprinzip auf.
Abbildung 2-1: Zählkammer Aufsicht [LO-Laboroptik].
In einer rechteckigen, dicken Grundplatte aus optischem Spezialglas befinden sich im 
mittleren Drittel vier Längsnuten, die parallel zu den kurzen Seiten verlaufen. 
Der Mittelsteg und die beiden Außenstege sind plan geschliffen und glatt poliert. Die 
Oberfläche des Mittelsteges ist tiefer als die beiden Außenstege. In den Mittelsteg 
(Kammerboden) sind zwei identische Zählnetze eingraviert, die wie in Abbildung 2-2
eingeteilt sind.
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Abbildung 2-2: Vergrößerung des Zählnetzes. Jede Zählkammer trägt zwei solcher Netze auf dem Mittelsteg, 
die wie in Abbildung 2-1 angeordnet sind. Gezählt werden die koloniebildenden Einheiten pro Kleinstquadrat 
bei einer Vergrößerung von 1:40, einschließlich der an zwei Seiten an- oder aufliegenden Zellen.
Ein Kleinstquadrat hat eine Länge und Breite von je 0,2 mm, also eine Fläche von 0,04 mm2. 
Die doppelten Trennlinien zwischen diesen Quadraten sind jeweils 0,5 mm breit. Dies ergibt 
somit eine Gesamtfläche des Zählnetzes von 9 mm2. Des Weiteren muss die Tiefe der 
Kammergravur von 0,1 mm berücksichtigt werden. Dadurch entsteht ein Volumen von 
0,9 mm3, welches mit 0,9 x10-3 cm3, also 0,9x 10-3 ml bzw. 0,9 µl gefüllt werden kann. Zum 
Befüllen der Kammer wird ein angehauchtes Deckglas aufgelegt, so dass ein Kapillarspalt 
zwischen der Unterseite dieses Deckglases und dem Mittelsteg der Zählkammer entsteht. Die 
Suspension kann erst eingefüllt werden, wenn Interferenzlinien, sog. Newton'sche Ringe, am 
Rand des Deckglases zu erkennen sind. Durch vorsichtiges Ansetzen der mit 
Bakteriensuspension gefüllten Pipette wurden nun ungefähr 10 ??????????e des Deckglases 
entleert, um sicherzustellen, dass die Flüssigkeit das Zählnetz vollkommen bedeckte. Gezählt 
wurden die koloniebildenden Einheiten pro Kleinstquadrat bei einer Vergrößerung von 1:40, 
einschließlich der an zwei Seiten, z.B. der linken und oberen Maßlinie, an- oder aufliegenden 
Zellen [LO-Laboroptik].
Anschließend konnte mit Hilfe der Formel 2-1 die vorliegende Zellzahl der 
Bakteriensuspension bezogen auf 1 ml ermittelt werden.
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Anzahl gezählter Zellen x 1000 
ausgezählte Fläche (mm2) x Kammertiefe (mm)
Formel 2-1: Formel zur Errechnung der KBE bezogen auf 1ml [LO- Laboroptik].
Dabei stellte sich wie erwartet heraus, dass die eingesetzten, teilweise sehr verschiedenen 
Stämme, eine unterschiedlich lange Inkubationszeit benötigten, um die gewünschte Zellanzahl 
zu erreichen. Die Proben wurden in einer Spanne von 1,5-8 Stunden dem Brutschrank 
entnommen. Die nach mehrmaligem Auszählen annähernd auf 10 ± 2 Mio. KBE pro ml 
eingestellten Suspensionen wurden zu 0,5 ml in Reagiergefäße aliquotiert und bei -70°C 
konserviert.
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
Verdünnungsreihe herangezogen. Hierzu wurde nach gründlichem Vortexen in Schritten von 
1:10 bis 10-6 mit BHI-Bouillon verdünnt und anschließend 100 ??? ???? ??-5- und 10-6-
Verdünnung mittels Drigalski-Verfahren auf Columbia Agar-Medien ausplattiert. Nach einer 
Inkubation von einem Tag im CO2-Brutschrank konnten die gewachsenen Kolonien 
ausgezählt werden. Anhand dieses Wertes war eine erneute Überprüfung der KBE der 
erstellten Suspensionen pro ml möglich. Auf dem Agar-Festmedium wuchsen jedoch mehr 
Kolonien als unter dem Mikroskop ausgezählt, nämlich die im Durchschnitt 2,5fache Menge. 
Dies liegt mutmaßlich darin begründet, dass durch das gründliche Durchmischen der Proben 
vor Agarauftrag Kettenbrüche der koloniebildenden Einheiten entstanden sind, und zudem die 
Bakterienketten in der Zählkammer nicht nur in einer Ebene lagen und somit nicht immer 
eindeutig festzustellen waren. 
Da in den Hauptversuchen der Arbeit letztendlich auch Bakterienanzahlen auf Festmedium 
von Bedeutung waren, wurde das Kulturverfahren als aussagekräftiger bewertet. Aus diesem 
Grunde wurden fast alle Stammsuspensionen nochmals auf den gewünschten Gehalt von 
10.000.000 KBE pro ml, die sich nun auf die Auszählung der Kolonien auf Festmedium 
bezogen, eingestellt. Lediglich S. mitis AC 790 wies eine gleich bleibende Anzahl an KBE 
pro ml mit beiden Methoden auf, so dass diese Suspension nicht verdünnt werden musste. Die 
Zwischenschritte der Herleitung sind in Tabelle 2-1 aufgeführt.
Die gemittelte Anzahl an KBE, die letztendlich auf dem Festmedium gewachsen waren, 
wurde als Ausgangswert herangezogen (blau dargestellt). Nach Ermittlung des Kehrwertes 
dieser Anzahl und Multiplikation mit 100, stand die Menge der Bakteriensuspension fest, die 
für die genaue Einstellung auf 10.000.000 KBE pro ml dienen sollte (grün dargestellt). 
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Anschließend musste das erhobene Suspensionsvolumen in µl noch bis auf 1 ml mit BHI-
Bouillon ergänzt werden (rot dargestellt).
Diese korrigierten Suspensionen wurden erneut zu 0,5 ml in Reagiergefäße aliquotiert und bei 
-70°C tiefgefroren.
So stand die Ausgangssubstanz für die folgenden Versuche bereit.
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Tabelle 2-1: Erstellung der definierten Zellsuspensionen. Die Tabelle zeigt die Zwischenschritte zur Generierung der 
annähernd auf 10.000.000 KBE pro ml eingestellten Zellsuspensionen. Ausschlaggebend für weitere Berechnungen war die 
ausgezählte Anzahl der Kolonien, die letztendlich auf Festmedium gewachsen waren (blau gekennzeichnet). Da diese Menge 
S.pyogenes-
Stämme
bzw. 
Spezies
durch-
schnitt-
liche
Ketten-
länge 
Be-
brütungs-
zeit
[h]
bei 37°C 
und 7% 
CO2 in 6 
ml BHI-
Bouillon
KBE/ ml nach 
mikroskopischer 
Beurteilung 
mittels Bürker-
Kammer 
[x107KBE/ml]
gewachsene Kolonien auf 
Agarmedium
nach Ausplattieren von 
???????? ???ünnungen
                        Mittewert
                        [x107 ent-
                        spricht       
                        KBE-
             Anzahl 
 10-5     10-6        pro  ml]
??????????????????????????? Kehrwert
Volumen, 
welches benötigt 
wurde, um 
107 KBE/ ml
zu erzeugen [µl]
(bezogen auf den
Agarwert ) 
dazuge-
höriges 
BHI-
Volumen
ATCC 12202 6 3,5 6,98 157 1 14,364 0,070 69,620 930,380
ATCC 700294 6 3,5 2,39 84 3 7,909 0,126 126,437 873,563
ATCC 8671 10 6 1,075 12 3 1,364 0,733 733,333 266,667
ATCC 12344 7 4 8,385 214 27 21,909 0,046 45,643 954,357
ATCC 75062 7 3,5 5,7 66 18 7,636 0,131 130,952 869,048
ATCC 75063 8 3,5 6,305 175 14 17,182 0,058 58,201 941,799
ATCC 71675 5 3,25 7,915 169 22 17,364 0,058 57,592 942,408
AC 5180 5 3 5,88 165 18 16,636 0,060 60,109 939,891
AC 5184 6 3 4,71 130 18 13,455 0,074 74,324 925,676
AC 5185 8 3 4,29 118 25 13,000 0,077 76,923 923,077
S. mutans 
ATCC 25175            10               8                    1,68    196    17        19,364   0,0516  51,643       948,357
S. mitis
AC 790 10 6,5 1,13 8 1 0,818 1,222 1222,222
S. rattus 
DSM 20564 10 5,5 3,215 110 17 11,545 0,087 86,614 913,386
S. anginosos 
DSM 20563 4 5,5 6,702 103 12 10,455 0,096 95,652 904,348
S. intermedius
DSM 20573 7 2,5 2,015 37 0 3,364 0,297 297,297 702,703
S. salivarius
DSM 20067 5 1,5 2,55 32 4 3,273 0,306 305,556 694,444
S. salivarius ssp.
salivarius K12 4 1,5 9,48 19 1 1,818 0,550 550 450
S. agalactiae
AC 475 4     1,5 3,89 90 14 9,455 0,106 105,769 894,231
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sich in allen Fällen, außer bei S. mitis AC 790, als zu hoch erwies, wurden die Suspensionen unter zu Hilfenahme des 
Kehrwertes verdünnt. Das zur Anfertigung benötigte Volumen der Zellsuspension (grün) wurde schließlich mit der rot 
dargestellten BHI-Menge vermischt. 
2.2.2 Hauptversuche
2.2.2.1 Antagonistentests in Flüssigmedium
Die Wirkung des Bacteriocins von S. salivarius ssp. salivarius K12 sollte gegen verschiedene 
physiologisch in der Mundhöhle vorkommende Streptokokken sowie gegen pathogene 
S. pyogenes-Stämme unter Einbeziehung verschiedener M-Typen sowie Herkunftsorte 
untersucht werden.
Die Bacteriocin-Produktion sollte zunächst im Flüssigmedium durchgeführt werden, um den 
physiologischen Verhältnissen in der Mundhöhle möglichst gerecht werden zu können. Für 
diesen ersten Versuch wurden die bereits unter 2.2.1 in ihrer Herstellung beschriebenen 
definierten Zellsuspensionen angefertigt, um gezielte Mengen der zu untersuchenden 
Bakterien einsetzen zu können. 
Als Ausgangsmedium diente jeweils 1 ml einer raumtemperierten BHI-Suspension in einem 
1,5 ml Reagiergefäß. Es wurden zunächst 10 ??? ???? S. salivarius ssp. salivarius K12 
Suspension hinzugegeben. Diese Suspension enthielt, basierend auf den vorangegangenen 
Einstellungen, in etwa 100.000 KBE. Vermengt wurde dies im ersten Ansatz mit jeweils 
0,5 ??????????????ähr 5.000 KBE, aller Antagonistensuspensionen, die in Tabelle 2.2 erwähnt 
sind. So wurde zunächst ein Verhältnis vom Produzenten zum Antagonisten von 20:1 
eingestellt, der Bacteriocin-Produzent wurde also in einem 20fachen Überschuss zugesetzt. 
Im zweiten und dritten Ansatz wurde die S. salivarius-Konzentration beibehalten und je 5 und 
??? ??? ???? ??????????en hinzugegeben, um ein Verhältnis von 2:1 bzw. schließlich 1:1 
aufzubauen. So konnte der unterschiedliche Einfluss der Bacteriocin-Produzenten-
Konzentration ermittelt werden.
Alle eingesetzten Mengen der Antagonistensuspensionen wurden außerdem parallel dazu in 
Einzelkultur in 1 ml BHI-Bouillon gegeben, um den direkten Vergleich der Reinkultur zur 
Bacteriocin-haltigen Kokultur anzustellen.
Die beimpften Reagiergefäße wurden für sechs Stunden bei leichtem Schütteln im 
Brutschrank bei 37°C und 7% CO2 inkubiert. Anschließend wurden mit 100 ???????????üteten 
Suspensionen Verdünnungsreihen nach dem bereits unter 2.2.1 verdeutlichten Prinzip 
angefertigt und auf Columbia Agar-Medien ausplattiert. Anhand der gewachsenen Kolonien 
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konnte die Anzahl an KBE pro ml errechnet werden, welche direkte Auskunft über die 
Hemmkraft des Salivaricin-Produzenten geben konnte.
Die Ergebnisse sind der Tabelle 3-1 zu entnehmen.
2.2.2.2 Antagonistentests auf Festmedium
a) Streptococcus salivarius ssp. salivarius K12 als Bacteriocin-Produzent
Da Keime in der Mundhöhle sich nicht nur in flüssigem Medium aufhalten, sondern zu einem 
großen Anteil auch fest anhaften (an den Mucosae, z.B. von Pharynx und Zunge oder den 
Zähnen), wurden ebenfalls Versuche auf Festmedium durchgeführt. Es wurde eine Methode 
entwickelt, mit deren Hilfe die Salivaricin-Hemmwirkung eindeutig abgelesen und 
dokumentiert werden konnte. 
In Anlehnung an Bauernfeind und dessen Definition bezüglich der Bacteriocinotypie wurde 
zunächst die Methode des aktiven Typisierens favorisiert. Der Test sollte im „Zwei-Schritt-
Verfahren mit initialer Vermehrung des Bacteriocinproducers“ stattfinden. „Anschließend 
wird die Wirkung des vorproduzierten Bacteriocins auf die […] Teststämme […] untersucht“ 
[Bauernfeind, Shah, 1990]. Das von Tagg schon modifizierte, unter 1.7 definierte Verfahren 
mit einer linearen Auftragung des Produzenten [siehe Abbildung 1-3] wurde aus Gründen 
mangelnder Übersichtlichkeit ersetzt. Hierzu dienten zahlreiche Versuchsansätze, unter 
anderem das Tränken von Schaumstoffpellets mit Produzentensuspension oder das 
lochförmige Ausstanzen von Agarmaterial und anschließendem Befüllen mit Zellsuspension. 
Schließlich erwies sich folgendes Verfahren als Methode der Wahl: 
Der Salivaricin-Bildner wurde mittels eines autoklavierten Reagiergefäßes mit Deckel mit 
einem Durchmesser von 1,2 cm als „Ministempel“ von einer Reinkultur entnommen und auf 
eine sterile neue Columbia Agar-Platte kreisförmig und homogen in der Mitte appliziert. Es 
entstand somit ein Stempelabdruck, der nach 24stündiger Inkubation bei 37°C und 7% CO2
dicht bewachsen war. Der Durchmesser der Kreise differierte trotz manueller Auftragung nur 
gering und betrug durchweg 1,2 cm. Nach der erwähnten Inkubationszeit wurden die 
gewachsenen Bakterienkreise 15 Minuten Chloroformdampf ausgesetzt. Hierzu wurden die 
geöffneten Agarschalen im Abzug kopfüber auf eine Glaspetrischale mit ca. 50 ml flüssigem 
(absolutem) Chloroform gestülpt. Nach diesem Vorgehen konnte von einem Absterben der 
Produzentenkolonien ausgegangen werden. Dieses Absterben war erwünscht, da ein weiteres 
Ausbreiten des Kreises bei wiederholter Bebrütung die Ergebnisse hätte verfälschen können. 
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Nun wurden die Antagonisten vom Rande der Agarplatten strichförmig mittels Impfschlinge 
bis zur Kreismitte hin aufgetragen. Dazu wurde vorher stets nur eine Kolonie der Stämme zur 
Wahrung der Klonalität aufgenommen und weiterverarbeitet. Insgesamt konnten so auf einer 
Platte acht bis zehn Antagonisten auf ihre Empfindlichkeit gegen das Bacteriocin von 
S. salivarius ssp. salivarius K12 getestet werden. 
Abbildung 2-3: Schematische Darstellung der Antagonistentests auf Festmedium. Auf die Agarplatten 
wurde mittig ein 1,2 cm großer Stempelabdruck des Bacteriocin-Produzenten aufgetragen. Nach Inkubation von 
einem Tag konnten die antagonistischen Stämme linear zur Mitte appliziert und anschließend bebrütet werden.
Nach der Beimpfung wurde erneut für 24 Stunden inkubiert. Im Anschluss konnte direkt der 
Abstand der aufgetragenen Antagonisten vom Rand des Produzentenkreises in mm gemessen 
werden.
Um eine ständige Referenz auf jeder Platte bereitzustellen, wurde der S. pyogenes-Stamm 
ATCC 12202 zweimal auf jede Agarplatte aufgetragen. Mittels dieser Werte konnten die 
gemessenen Abstände und somit Hemmhöfe auch direkt von Agarplatte zu Agarplatte
verglichen, sowie Streuungswerte ermittelt werden. Diese Auswertung wurde für sinnvoll 
gehalten, da trotz ständiger Kontrollen Variationen in der Bearbeitung und den 
Umgebungsverhältnissen zu vermuten waren. Dieser Aspekt wird in der Diskussion näher 
betrachtet.
linear zur Mitte aufgetragene 
antagonistische Stämme
mittig kreisförmig 
aufgetragener 
Bacteriocin-Produzent
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Dieser Versuch wurde zunächst mit Negativkontrollen wie S. mutans ATCC 25175, S. mitis 
AC 790, S. rattus DSM 20564, S. anginosus DSM 20563, S. intermedius DSM 20573, 
S. salivarius DSM 20067 und den B-Streptokokken S. agalactiae AC 475 durchgeführt. 
Anschließend wurden 44 S. pyogenes-Pharyngitiserreger und 40 hochinvasive, teils fatale 
pyogene S. pyogenes-Sepsiserreger auf ihre Reaktion gegenüber dem von S. salivarius ssp.
salivarius K12 produzierten Bacteriocin getestet.
Bei der Auswahl der Keime sollten repräsentativ für ganz Deutschland die Einsendeorte, das 
klinisch pathologische Bild und der M-Typ variieren. Nähere Angaben hierzu finden sich in 
den entsprechenden Tabellen im Ergebnisteil [Tabelle 3-2 und Tabelle 3-3].
b) Die Salivaricin-Produktion weiterer Streptococcus salivarius-Stämme
Des Weiteren wurden die unter 2.1.1 aufgeführten S. salivarius-Stämme auf ihre Bacteriocin-
Produktion im Vergleich zu S. salivarius ssp. salivarius K12 und somit Hemmwirkung auf 
S. pyogenes getestet. Hierzu wurden entsprechende Produzentenkreise auf die Mitte der 
Agarplatten gestempelt und exemplarisch gegen sieben S. pyogenes-Stämme, S. mitis AC 790 
und S. mutans ATCC 25175 getestet. Die S. pyogenes-Stämme setzten sich -nach 
Vorversuchen ermittelt- aus zwei überaus empfindlichen Stämmen, AC 1485 (Hemmhof 
durchschnittlich 9 mm) und AC 4088 (9,25 mm), zwei relativ unempfindlichen Stämmen, 
AC 3880 (5 mm) und AC 4697 (5 mm) und zwei durchschnittlich reagierenden Stämmen, 
ATCC 12344 (6,75 mm) und AC 5180 (8 mm), sowie dem Referenzstamm ATCC 12202 
zusammen.
Die Resultate sind in Tabelle 3-4 aufgelistet.
c) Die „Salivaricin“-Produktion bei Streptococcus pyogenes-Stämmen
Durch Upton et al. wurde vermutet, dass auch einige Stämme von S. pyogenes, speziell vom 
Serotyp M4 in der Lage seien, ein „Salivaricin“, hier Salivaricin A1 genannt, zu bilden 
(Upton et al., 2001).
Um dieses Phänomen in einem einfachen Versuch zur Darstellung zu bringen, wurden 
Antagonistentests mit unterschiedlichen Produzentenstämmen nach unter 2.2.2.2 a) be-
schriebener Anleitung durchgeführt. Hierzu wurden sechs S. pyogenes-Stämme verschiedener 
M-Typen herausgesucht und analog zu S. salivarius ssp. salivarius K12 mittels 
Stempelabdruck auf eine mögliche Bacteriocin-Produktion getestet: S. pyogenes AC 2838 
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(M4), AC 3887 (M4), AC 3954 (M12), AC 3995 (M89), ATCC 8671 (M1) und ATCC 12202 
(M1).
Am nächsten Tag wurde die Zellmasse der Produzentenkreise allerdings im Gegensatz zu den 
bisherigen Versuchen mit einer sterilen Impfschlinge nahezu vollständig abgetragen, bevor sie 
mit Chloroformdampf abgetötet wurden, um auch noch eine geringe bis sehr geringe 
Hemmung durch das SalA1-Bacteriocin feststellen zu können.
Erst dann konnten die antagonistischen Stämme wie gehabt linear zur Plattenmitte 
aufgetragen werden. Dazu wurden jeweils alle Stämme verwendet, die in dieser 
Versuchsreihe auch im Zentrum appliziert wurden. Zusätzlich wurde S. salivarius ssp. 
salivarius K12 als Antagonist hinzugezogen, so dass auf jeder Agarplatte mittig ein 
S. pyogenes-Stamm und sieben Indikatoren linear dazu Platz fanden.
Ob diese S. pyogenes-Stämme Auswirkungen auf das Wachstum der verwandten Stämme 
zeigten, ist im Ergebnisteil unter Absatz 3.2 c) aufgeführt.
d) Versuche zum Adaptationsvermögen von Streptococcus pyogenes an das 
K12-Bacteriocin
Am Stamm ATCC 12202 wurde exemplarisch erprobt, ob S. pyogenes im Sinne einer 
Adaptation potentiell unempfindlicher gegen das Salivaricin werden kann.
Hierzu wurde dieser Vertreter des pyogenen Pathogens als Antagonist gegen S. salivarius ssp.
salivarius K12 aufgetragen. Nach der ersten Passage wurde eine Kolonie dieses bereits mit 
Salivaricin exponierten S. pyogenes-Stammes möglichst nahe dem Indikatorkreis in der Mitte 
entnommen, um sicherzustellen, dass diese Stelle eindeutig von Bacteriocin durchsetzt war. 
Diese Kolonie wurde erneut gegen einen neuen K12-Kreis aufgetragen und für einen weiteren 
Tag inkubiert.
Dieses Verfahren wurde in gleicher Durchführung noch zweimal wiederholt.
Schließlich wurden die unterschiedlich häufig mit dem Bacteriocin in Kontakt gekommenen 
Stämme zur besseren Darstellung des Kontrastes auf eine Platte nebeneinander aufgetragen.
In der Folge wurden nach diesen Bacteriocin-Passagen die S. pyogenes-Kolonien auf eine 
reine Agarplatte überimpft und für ein paar Tage inkubiert. Dann wurde die Empfindlichkeit 
dieses Keimes gegenüber S. salivarius ssp. salivarius K12 erneut mittels eines 
Antagonistentests kontrolliert, um eine rücksetzbare Adaptation von einer vererbbaren 
Resistenz unterscheiden zu können.
Die Ergebnisse sind im Absatz 3.2 d) aufgeführt.
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e) Überprüfung der Resistenz gegenüber dem K12-Bacteriocin
In den unter 2.2.2.2 a) und b) durchgeführten Antagonistentests zeigte sich, dass einige 
Stämme in der Lage waren, Einzelkolonien im zentralen K12-Biofilm zu bilden [siehe 
Abbildung 3-6].
Diese Auffälligkeit zeigte sich vereinzelt bei den S. pyogenes-Stämmen ATCC 12202, 
ATCC 8671, AC 1527, AC 2838, AC 3887 und AC 3954. 
Um zu klären, ob es sich bei den genannten Stämmen um dem Bacteriocin gegenüber 
resistente Kolonien oder um Artefakte handelte, wurden sie erneut untersucht.
Zeitgleich sollte auf diese Weise auch die Vitalität dieser Kolonien überprüft werden.
Dazu wurden die durchgewachsenen Kolonien aus dem Diffusionsbereich des Salivaricins 
entnommen und in einem weiteren Antagonistentest erneut gegen S. salivarius ssp. salivarius
K12 aufgetragen.
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3. Kapitel: Ergebnisse
3.1 Antagonistentests in Flüssigmedium
Die Bacteriocin-vermittelte inhibitorische Wirkung von S. salivarius ssp. salivarius K12 
gegenüber S. pyogenes wurde zunächst in flüssigem Medium erprobt. Dazu wurden, wie in 
Kapitel 2.2.2.1 beschrieben, die antagonistischen Kulturen in unterschiedliche Verhältnisse 
zueinander gesetzt. Zunächst im Verhältnis des Produzenten zum Antagonisten von 20:1, 
dann 2:1 und anschließend im Verhältnis von 1:1. 
Parallel dazu wurde der antagonistische Teststamm zum direkten Vergleich in Reinkultur 
unter gleichen Bedingungen für genau denselben Zeitraum inkubiert. Die Ergebnisse sind 
jeweils den letzten drei Spalten der Tabelle 6-1, Tabelle 6-2 und Tabelle 6-3 im Anhang zu 
entnehmen.
S. salivarius ssp. salivarius K12 inhibierte bei einem Überschuss von 20:1 nahezu alle 
S. pyogenes-Teststämme in ihrem Wachstum. Lediglich S. pyogenes ATCC 12202 wies bei 
diesem Mischungsverhältnis keine deutlichen Unterschiede zum Wachstum in Reinkultur auf, 
verminderte jedoch erstaunlicherweise sein Wachstums bei einem reduzierten Verhältnis von 
2:1.
Das eindeutige Ergebnis bei diesem um das 20fache höheren Anteil von S. salivarius ssp. 
salivarius K12 verringerte sich bei immer höheren S. pyogenes-Konzentrationen ein wenig 
[siehe dazu Tabellen im Anhang]. 
Im Konzentrationsverhältnis von 2:1 wurden S. pyogenes ATCC 75062 und AC 5180 als 
einzige Keime in ihrem Wachstum scheinbar nicht beeinflusst. Diese Stämme wurden beim 
Einsatz der anderen Konzentrationsverhältnisse, sowohl von 20:1 als auch 1:1, allerdings in 
ihrer Entwicklung unterdrückt. 
Bei einem Konzentrationsverhältnis von 1:1 wurden nur sechs von zehn S. pyogenes-
Stämmen in ihrem Wachstum gehemmt. S. pyogenes ATCC 12202, ATCC 12344, AC 5184 
und AC 5185 konnten in diesen Ansätzen nicht durch S. salivarius ssp. salivarius K12 
unterdrückt werden. Die Negativkontrolle, S. mutans ATCC 25175 wurde in keinem der drei 
Mischungsverhältnisse beeinflusst. 
S. mitis AC 790 wurde bei einem Konzentrationsverhältnis von 2:1 und 1:1 in einem 
ähnlichen Maße von S. salivarius ssp. salivarius K12 unterdrückt wie die S. pyogenes-
Teststämme.
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Auffällig bei diesem Versuch war zudem, dass S. salivarius durch die in den 
unterschiedlichen Ansätzen steigende S. pyogenes-Konzentration vermehrtes Wachstum 
zeigte, also gegenüber der Reinkultur durch den Begleitstamm gefördert wurde
Die folgende Tabelle fasst die komplexen Ergebnisse dieser Versuchsreihe zusammen. Dabei 
wurden nur qualitativ die Hemmung (+) und die Stase (±, keine Beeinflussung durch das 
Salivaricin) reportiert. Die erweiterten Angaben (KBE-Daten jedes Versuches und jeder 
Konstellation) finden sich im Anhang in der Tabelle 6.1 für das Verhältnis von 20:1, in der 
Tabelle 6.2 für das Verhältnis 2:1 und in der Tabelle 6.3 für das Verhältnis von 1:1.
Verhältnis von S. salivarius ssp. salivarius K12 zu S. pyogenes bzw. den 
Kontrollstämmen S. mitis und S. mutans von:
Stämme 
20: 1              2: 1              1: 1
S. pyogenes
ATCC 12202
             ±    +              ±
S. pyogenes
ATCC 700294
             +     +              +
S. pyogenes
ATCC 8671 
             +              +   +
S. pyogenes
ATCC 12344
             +              +    ±
S. pyogenes
ATCC 75062
             +              ±   +
S. pyogenes
ATCC 75063
             +              +  +
S. pyogenes
ATCC 71675
             +              +       +
S. pyogenes
AC 5180
             +              ±        +
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S. pyogenes
AC 5184
             +              +      ±
S. pyogenes
AC 5185
+  +      ±
S. mitis
AC 790
             ±               +              +
S.mutans
ATCC 25175
(type strain)
±              ±              ±
Tabelle 3-1: Kurzgefasste Ergebnisse der Antagonistentests in Flüssigmedium. Der inhibitorische Effekt 
von S. salivarius ssp. salivarius K12 gegenüber den untersuchten S. pyogenes-Teststämmen wurde in drei 
Konzentrationsverhältnissen untersucht. Das +-Zeichen steht für eine Wachstumshemmung des Antagonisten im 
Vergleich zur Reinkultur; das ±-Zeichen steht für Stase, d.h. keine inhibierende Wirkung.
3.2 Antagonistentests auf Festmedium
a) Streptococcus salivarius ssp. salivarius K12 als Bacteriocin-Produzent
Die Antagonistentests auf Festmedium mit S. salivarius ssp. salivarius K12 als Bacteriocin-
Produzenten zeigten bei allen S. pyogenes-Stämmen eine stark Wachstums-inhibitorische 
Wirkung des Salivaricins. Diese wird aus den Abständen, gemessen in mm zum kreisförmig 
in der Mitte aufgetragenen Produzentenstamm, deutlich. Die Antagonisten sistieren im 
Wachstum, je mehr sie sich dem Kreis nähern. Der durchschnittliche Abstand der 
Pharyngitiserreger zum Bacteriocin-Produzenten betrug 6,96 mm. Dieses Phänomen ist 
beispielhaft in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abbildung 3-1: Beispiel: Repräsentatives Ergebnis der inhibitorischen Wirkung des potenten Bacteriocin-
Produzenten S. salivarius ssp. salivarius K12 auf acht klinische Isolate von S. pyogenes (isoliert bei Pharyngitis), 
sowie dem Referenzstamm ATCC 12202 (doppelt aufgetragen).
Demgegenüber reagierten die Arten S. mutans ATCC 25175, S. rattus DSM 20564, S. 
anginosus DSM 20563, S. intermedius DSM 20573 und S. agalactiae AC 475 nicht 
empfindlich auf das vorhandene Bacteriocin. 
S. mitis AC 790 und S. salivarius DSM 20067 schienen in geringer Ausprägung (Hemmhöfe 
von durchschnittlich 3,25 mm und 2,75 mm) in der Nähe des Produzentenkreises in ihrem 
Wachstum gehemmt.
Die quantitativen Ergebnisse dieser Untersuchung können der folgenden Tabelle entnommen 
werden. Diese beinhaltet ebenfalls die klinische Situation, aus der der Erreger isoliert wurde, 
das Bundesland, in dem das Probenmaterial entnommen und untersucht wurde, sowie den 
jeweiligen M-Typ des Erregers. Bei der Auswahl der Stämme wurde auf besondere 
Heterogenität des Erregers geachtet.
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Stamm ggf. klin. 
Diagnose 
zusätzlich zu 
Pharyngitis
Bundesland, 
aus dem der 
Keim 
isoliert wurde
emm-Typ Abstand der 
Antagonistenkolonien zu 
gewachsenen K12-Kolonien 
Hemmhof in [mm]
1.Versuch/2.Versuch/Mittelwert    
S. pyogenes
ATCC 12202 1 7 7 7
S. pyogenes
AC 1428 Tonsillitis
Baden-
Württemberg 28 7,5 7,5 7,5
S. pyogenes
AC 1485 Bayern 77/27L 10 8 9
S. pyogenes
AC 1516 Bayern 77/27L 8,5 7 7,75
S. pyogene
AC 1527 Bayern 1 7,5 5 6
S. pyogenes
ATCC 12202 1 7 8 7,5
S. pyogenes
AC 1668
Baden-
Württemberg 3 9,5 6 7,75
S. pyogenes
AC 1961 Angina Berlin 1 7,5 5,5 6,5
S. pyogenes
AC 2133 Hessen 28 8 7,5 7,75
S. pyogenes
AC 2290
Fieber,    
Nieren-
funktions-
einschränkung
Baden-
Württemberg 92 7,5 9 8,25
S. pyogenes
ATCC 12202 1 4,5 7,5 6
S. pyogenes
AC 2785
Sepsis 
aufgrund von 
Scharlach
Nordrhein-
Westfalen 1 7,5 5,5 6,5
S. pyogenes
AC 2821
Nordrhein-
Westfalen 4 7 5 6
S. pyogenes
AC 2838
Bayern
4 7 5 6
S. pyogenes
AC 2869
Nordrhein-
Westfalen 77/27L 7,5 8 7,75
S. pyogenes
AC 3000
Meningitis, 
Enzephalitis Sachsen 1 8 5,5 6,75
S. pyogenes
ATCC 12202 1 6,5 5,5 6
S. pyogenes
AC 3001
Meningitis, 
Enzephalitis Sachsen 1 7,5 7 7,25
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S. pyogenes
AC 3070
Angina 
tonsillaris Bayern 18 7,5 7,5 7,5
S. pyogenes
AC 3399
STSS nach 
Angina 
tonsillaris; 
Myokarditis Sachsen 63 7 6 6,5
S. pyogenes
AC 3498 Scharlach
Sachsen-
Anhalt 22 9 6 7,5
S. pyogenes
AC 3580
rez. Angina Baden-
Württemberg 4 7 4 5,5
S. pyogenes
ATCC 12202 1 4 6,5 5,25
S. pyogenes
AC 3688
rez. 
Periproktitis
Nordrhein-
Westfalen 28 8 7 7,5
S. pyogenes
AC 3722 rez. Angina
Baden-
Württemberg 82 10 7 8,5
S. pyogenes
AC 3880
Nordrhein-
Westfalen 4 6 4 5
S. pyogenes
AC 3886
Nordrhein-
Westfalen 4 9 5 7
S. pyogenes
ATCC 12202 1 4,5 5,5 5
S. pyogenes
AC 3887
Nordrhein-
Westfalen 4 7,5 5,5 6,5
S. pyogenes
AC 4088
Nieder-
sachsen 77/27L 10,5 8 9,25
S. pyogenes
AC 4098
Baden-
Württemberg 12 7 3 5
S. pyogenes
AC 4258
Glomerulo-
nephritis Österreich 2 7,5 5,5 6,5
S. pyogenes
ATCC 12202 1 5 7 6
S. pyogenes
AC 4472 Bayern 1 7,5 5,5 6,5
S. pyogenes
AC 4508
Baden-
Württemberg 1 7 6 6,5
S. pyogenes
AC 4513
asymptomat. 
Träger
Baden-
Württemberg 1 7 5,5 6,25
S. pyogenes
AC 4514
CMV-
Infektion; 
verstorben Bayern 12 7 4 5,5
S. pyogenes
ATCC 12202 1 4,5 8 6,25
S. pyogenes
AC 4599
STSS, Sepsis; 
verstorben Bayern 22 7,5 7,5 7,5
S. pyogenes
AC 4696 Brandenburg 2 8,5 6 7,25
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S. pyogenes
AC 4697 Brandenburg 2 5 5 5
S. pyogenes
AC 4698 Brandenburg 1 6,5 4,5 5,5
S. pyogenes
ATCC 12202 1 6,5 7 6,75
S. pyogenes
ATCC 
700294 7,5 7,5 7,5
S. pyogenes
ATCC 8671 1 9,5 10 9,75
S. pyogenes
ATCC 12344 1   6,5 7 6,75
S. pyogenes
ATCC 75062 8 9 8,5
S. pyogenes
ATCC 12202 1 6,5 7 6,75
S. pyogenes
ATCC 75063 9,5 9,5 9,5
S. pyogenes
ATCC 71675 9 9 9
S. pyogenes
AC 5180 1 8 8 8
S. pyogenes
AC 5184 92 7,5  8 7,75
S. pyogenes
ATCC 12202 1 6,75 7 6,75
S. pyogenes
AC 5185 12 6,5 7 6,75
S. mutans
ATCC 25175 0 0 0
S.mitis
 AC 790 3,5 3 3,25
S. rattus
DSM 20564 0 0 0
S. pyogenes
ATCC 12202 1 7 6,5 6,75
S. anginosus
DSM 20563 0 0 0
S. intermedius
DSM 20573 0 0 0
S. salivarius
DSM 20067 2,5 3 2,75
S. agalactiae
AC 475 0 0 0
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Tabelle 3-2: Ergebnisse der Antagonistenversuche mit Pharyngitiserregern. In diesem Versuch wurden 44 
Pharyngitiserreger, S. mutans ATCC 25175, S. mitis AC 790, S. rattus DSM 20564, S. anginosus DSM 20563, 
S. intermedius DSM 20573, S. salivarius DSM 20067 und S. agalactiae AC 475 in Antagonistentests nach dem 
bereits erwähnten Schema gegen S. salivarius ssp. salivarius K12 in zwei Ansätzen aufgetragen. Der gemessene 
Abstand der gewachsenen Kolonien zum Bacteriocin-Produzenten in der Mitte wurde in mm gemessen. Die blau 
dargestellten Werte entsprechen der ersten Versuchsreihe, die grünen Werte dem zweiten Ansatz. In der letzten 
Spalte ist der Mittelwert aus beiden Experimenten aufgelistet. Die freien Zeilen verdeutlichen jeweils den 
Beginn einer neuen Agarplatte.
Die Invasivität der folgenden Sepsiserreger war bedeutend höher als die der bisher 
untersuchten Keime von nicht-invasiven Schleimhautinfektionen. Alle im Weiteren 
untersuchten Teststämme waren die Ursache für Infektionen mit schwerem Verlauf. Einige 
Stämme, z.B. S. pyogenes AC 1353, AC 2245 oder AC 2920 waren Auslöser für Infektionen 
mit fatalem Ausgang. Dennoch zeigte S. salivarius ssp. salivarius K12 in diesen Versuchen 
unabhängig von der Virulenz der pyogenen Erreger annähernd gleiche Hemmkraft wie bei der 
Testung von Pharyngitis-Isolaten. Der durchschnittliche Abstand der Teststämme zum
Bacteriocin-Produzenten betrug 7,3 mm.
Stamm bzw. 
Spezies
ggf. klin. 
Diagnose 
Bundesland, 
aus dem Keim 
isoliert wurde
emm-
Typ
Abstand der 
Antagonistenkolonien zu 
gewachsenen K12-Kolonien 
Hemmhof in [mm]
 1.Versuch/2.Versuch/Mittelwert 
S. pyogenes
ATCC 12202 1 6 7 6,75
S. pyogenes
AC 1353
Sepsis nach 
Pneumonie;
verstorben Bayern 1 7 8,5 7,75
S. pyogenes
AC 1526
Sepsis
Bayern
1
   8 7 7,5
S. pyogenes
AC 2091
Sepsis
Sachsen
11
7 9 8
S. pyogenes
AC 2182 Sepsis
Nordrhein-
Westfalen 28 9,5 9,5 9,5
S. pyogenes
ATCC 12202 1 7 7 7
S. pyogenes
AC 2228
Sepsis/ 
pyogene 
Myositis
Baden-
Württemberg 1 5 7,5 6,25
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S. pyogenes
AC 2245
Sepsis mit 
Multiorgan-
versagen; 
Verstorben Bayern 1 5 6 5,5
S. pyogenes
AC 2490
Sepsis; 
verstorben Bayern 1 5,5 7 6,25
S. pyogenes
AC 2492
Sepsis; 
verstorben Bayern 28 8 8,5 8,25
S. pyogenes
ATCC 12202 1 7 6 6,5
S. pyogenes
AC 2659
Sepsis nach 
Erysipel
Rheinland-
Pfalz 11 8  7 7,5
S. pyogenes
AC 2830
Sepsis/ 
Durchfälle Bremen 28 8 7 7,5
S. pyogenes
AC 2892
Sepsis/ 
Arthritis
Nordrhein-
Westfalen 82 9 8 8,5
S. pyogenes
AC 2920
Sepsis/ US-
Phlegmone; 
verstorben
Nieder-
sachsen 74 10 8 9
S. pyogenes
ATCC 12202 1 8 7 7,5
S. pyogenes
AC 2959 Sepsis
Schleswig-
Holstein 95 7 7 7
S. pyogenes
AC 3113
Sepsis/ SIDS/ 
Broncho-
pneumonie; 
verstorben
Baden-
Württemberg 28 10 9 9,5
S. pyogenes
AC 3517 Sepsis Saarland 6 6 7 7,5
S. pyogenes
AC 3543 Sepsis
Schleswig-
Holstein 85 9 7 8
S. pyogenes
ATCC 12202 1 6 7 6,5
S. pyogenes
AC 3630 Sepsis Saarland 83 7 9 8
S. pyogenes
AC 3786 Sepsis Saarland 3 5 7 6
S. pyogenes
AC 3853 Sepsis
Nieder-
sachsen 1 6 5,5 5,75
S. pyogenes
AC 3954 Sepsis Bayern 12 4 5 4,5
S. pyogenes
ATCC 12202 1 5,5 7 6,25
S. pyogenes
AC 3959 Sepsis
Nordrhein-
Westfalen 12 7 5,5 6,25
S. pyogenes
AC 3967 Sepsis Saarland 12 7 5,5 6,25
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S. pyogenes
AC 3995 Sepsis Saarland 89 3,5 5 4,25
S. pyogenes
AC 4023 Sepsis Bayern 28 7 5 6
S. pyogenes
ATCC 12202 1 7 5,5 6,25
S. pyogenes
AC 4064
Sepsis/ 
Hepatitis C Sachsen 49 10 6 8
S. pyogenes
AC 4066
Sepsis/ eitrige 
Peritonitis; 
verstorben
Rheinland-
Pfalz 28 8 9 8,5
S. pyogenes
AC 4301
Sepsis/ 
Verdacht auf 
Endokarditis
Nordrhein-
Westfalen 1 7 5 6
S. pyogenes
AC 4356 Sepsis
Nieder-
sachsen 6 8 6 7
S. pyogenes
ATCC 12202 1 8 7 7,5
S. pyogenes
AC 4361 Sepsis Hamburg 1 6 5,5 5,75
S. pyogenes
AC 4390 Sepsis
Schleswig-
Holstein st448 9 8,5 8,75
S. pyogenes
AC 4401 Sepsis Hamburg 2 9 8 8,5
S. pyogenes
AC 4487
Sepsis;
verstorben
Nordrhein-
Westfalen 78 10,5 11 10,75
S. pyogenes
ATCC 12202
1
7 6,5 6,75
S. pyogenes
AC 4521
Sepsis/ 
septische 
Coxarthritis Sachsen 77/27L 7 7,5 7,25
S. pyogenes
AC 4536 Sepsis
Nieder-
sachsen 77/27L 6,5 8 7,25
S. pyogenes
AC 4547 Sepsis Saarland 75 7,5 8 7,75
S. pyogenes
AC 4582 Sepsis
Schleswig-
Holstein 1 7 9 8
S. pyogenes
ATCC 12202 1 6,5 8 7,25
S. pyogenes
AC 4631 Sepsis Saarland 6 7,5 6 6,75
S. pyogenes
AC 4669 Sepsis Saarland 75 10 9 9,5
S. pyogenes
AC 4747 Sepsis Bayern 4 7 8 7,5
S. pyogenes
AC 4874 Sepsis Saarland 29 8 10 9
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Tabelle 3-3: Sepsiserreger im Antagonistentest gegen S. salivarius ssp. salivarius K12. Die in dieser 
Versuchsreihe untersuchten hoch invasiven Sepsiserreger wurden auf die gleiche Art und Weise wie die 
Pharyngitiserreger geprüft. In dieser Übersichtstabelle sind die unterschiedlichen Ansätze ebenfalls farblich 
voneinander abgesetzt. 
b) Die Salivaricin-Produktion weiterer Streptococcus salivarius-Stämme
Bei der Untersuchung weiterer S. salivarius-Stämme auf eine mögliche Bacteriocin-
Produktion und somit Hemmwirkung gegenüber S. pyogenes wurden unterschiedliche 
Ergebnisse gefunden. S. salivarius AC 1802, AC 2051, AC 3342 und AC 4381 zeigten keinen 
Einfluss auf die antagonistisch aufgetragenen Teststämme. Dagegen wiesen die Stämme 
S. salivarius AC 3994 und DSM 20067 eine Hemmwirkung den Antagonisten gegenüber auf, 
die im Vergleich zur Inhibition durch S. salivarius ssp. salivarius K12 jedoch deutlich 
geringer zu sein scheint.
Die ermittelten Abstände in mm können der Tabelle 3-4 entnommen werden.
Abbildung 3-2: Antagonistentest mit S. salivarius AC 1802 im Zentrum. Diese Abbildung zeigt 
exemplarisch, dass im Gegensatz zu S. salivarius ssp. salivarius K12 nicht alle S. salivarius-Stämme Salivaricin 
produzieren und somit auch nicht inhibitorisch auf S. pyogenes wirken. Es sind keine Hemmhöfe zu erkennen.
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Abbildung 3-3: Antagonistentest mit S. salivarius AC 3994 im Zentrum. Dieser Stamm scheint wie 
S. salivarius ssp. salivarius K12 ein Bacteriocin zu produzieren. Das plötzliche Sistieren im Wachstum der 
antagonistisch aufgetragenen Stämme ist an den Hemmhöfen zu erkennen. S. mutans ATCC 25175 und S. mitis
AC 790 werden allerdings nicht in ihrem Wachstum beeinflusst.
Teststämme
S. salivarius
AC 1802
S. salivarius
AC 2051
S. salivarius
AC 3342
S. salivarius
AC 3994
S.salivarius
AC 4381
S. salivarius
DSM 20067
S. pyogenes
ATCC 12202 0 0 0 3,5 0 3,5
S. pyogenes
ATCC 12344 0 0 0 3 0 3
S. pyogenes
AC 5180 0 0 0 1,5 0 2
S. pyogenes
AC 1428 0 0 0 2,5 0 2
S. pyogenes
AC 4088 0 0 0 2,5 0 2
S. pyogenes
AC 3880 0 0 0 2 0 3
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S. pyogenes
AC 4697 0 0 0 3 0 0
S. mitis 
AC 790 0 0 0 0 0 0
S. mutans
ATCC 25175 0 0 0 0 0 0
Tabelle 3-4: Weitere S. salivarius-Stämme im Antagonistentest: Diese Tabelle stellt die Ergebnisse der 
Antagonistentests mit weiteren S. salivarius-Stämmen dar. Erprobt wurde ihre Wirkung exemplarisch an sechs 
S. pyogenes-Stämmen, S. mutans ATCC 25175 und S. mitis AC 790. Die Stämme S. salivarius AC 3994 und 
DSM 20067 hemmten teilweise die antagonistisch aufgetragenen Stämme.
c) Die „Salivaricin“-Produktion bei Streptococcus pyogenes-Stämmen
Bei dieser Untersuchung wurden die nachfolgenden S. pyogenes-Stämme als Vertreter einiger 
M-Typen auf eine mögliche Produktion einer Salivaricin-ähnlichen Substanz getestet.
Dazu wurden die unter 2.2.2.2 c) bereits erwähnten sechs ausgewählten S. pyogenes-Stämme 
und S. salivarius ssp. salivarius K12 gegeneinander getestet. Jeder Keim wurde einmal mittig 
aufgetragen und so einen Tag vorinkubiert, bevor die Teststämme radial zum 
Produzentenstamm aufgetragen wurden.
In nahezu allen Fällen wurde keine messbare antagonistische Reaktion auch nur annähernd 
vergleichbar zu S. salivarius ssp. salivarius K12 gefunden.
Jedoch inhibierte S. pyogenes AC 2838 (M4) den Stamm AC 8671 (M1) [Abbildung 3-4]. Es 
war ein Hemmhof von ca. 3 mm zu messen. Die durch Upton et al. aufgestellte These, 
wonach M4-Stämme prinzipiell zur Produktion eines Salivaricins (Salivaricin A1) befähigt 
sind, wurde hierdurch bestätigt.
Wiederholungen dieses Versuches waren allerdings im Ergebnis weniger eindeutig.
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Abbildung 3-4: Antagonistentest mit S. pyogenes AC 2838 M4 im Zentrum. S. pyogenes AC 8671 M1 (hier 
links im Bild) scheint in seinem Wachstum im Diffusionsbereich des Bacteriocins gehemmt zu sein. Der 
Ausstrich und die Hämolyse aller S. pyogenes-Stämme erscheinen zudem leicht tailliert bei Annäherung an den 
Stamm AC 2838, was ebenfalls für eine „Salivaricin A1“-Produktion indikativ sein könnte.
d) Versuche zum Adaptationsvermögen von Streptococcus pyogenes an das 
K12-Bacteriocin
An S. pyogenes ATCC 12202 wurde exemplarisch die Adaptationsfähigkeit gegenüber dem 
produzierten Bacteriocin untersucht. Die Abstände zum Produzentenkreis wurden zunehmend 
geringer, je häufiger der Keim in vorangegangenen Passagen bereits in Kontakt mit dem 
Bacteriocin stand und somit die Möglichkeit zur Adaptation hatte. Die Ergebnisse können der 
Tabelle 3-5 entnommen werden. 
Nachdem die Kolonien jedoch erneut einige Tage auf einer reinen, Bacteriocin-freien
Columbia Agar-Platte gewachsen waren, wurde das Phänomen wieder rückläufig.
K 12
AC 8671    
M1
AC 3954      
M12
AC 3995      
M89
ATCC 12202 
M1
AC 2838 
M4
AC 3887 
M4
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Abbildung 3-5: Adaptationsversuche. Der S. pyogenes-Stamm ATCC 12202 wurde auf eine mögliche 
Adaptation an das durch S. salivarius ssp. salivarius K12 produzierte Salivaricin geprüft. Radiär zu K12 wurde 
S. pyogenes nach unterschiedlich häufigen Kontakten mit dem Bacteriocin, sog. Bacteriocin-Passagen, appliziert. 
Dabei fiel auf, dass sich die Hemmhöfe von Mal zu Mal verkleinerten. 
Zeitpunkt Abstand der Antagonisten-
Kolonien zu K12 
[mm]
Stammkultur (ohne
vorhergehenden 
Bacteriocin-Kontakt)
6,5
nach der 1. Bacteriocin-
Passage
6,5
nach der 2. Bacteriocin-
Passage
4
nach der 3. Bacteriocin-
Passage
3,5
nach Entwöhnung 7
Tabelle 3-5: Ergebnisse der Adaptationsversuche. Je häufiger die Kontakte von ATCC 12202 mit dem von 
S. salivarius ssp. salivarius K12 produzierten Bacteriocin waren, umso geringer wurden die gemessenen 
Abstände zur Mitte. Wird der Stamm jedoch einige Zeit auf eine reine Agarplatte überimpft, so zeigt sich ein 
Hemmhof ursprünglichen Ausmaßes.
ATCC 12202 
                          Stammkultur
ATCC 12202                                  ATCC 12202
nach der 1.                                     nach der 3.
Bacteriocin-                                    Bacteriocin-
Passage                                         Passage
                             ATCC 12202 
                             nach der 2. 
                             Bacteriocin-
                             Passage
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e) Überprüfung der Resistenz gegenüber dem K12-Bacteriocin
Vereinzelt wuchsen erstaunlicherweise im Zentrum einiger Agarplatten, also genau im 
Diffusionsbereich des Bacteriocins bzw. im Produzenten-Wachstumsbereich, Kolonien von 
S. pyogenes-Stämmen. Daraufhin wurden folgende Stämme erneut untersucht: S. pyogenes
ATCC 12202, ATCC 8671, AC 1527, AC 2838, AC 3887 und AC 3954. 
Abbildung 3-6: Vergrößerung des Zentrums eines Antagonistentests. Auf dieser Abbildung zeigt sich eine
einzelne S. pyogenes-Kolonie, die auch im Bereich einer hohen Bacteriocin-Konzentration wachsen konnte. Eine 
solche Kolonie wurde erneut in einem Antagonistentest gegen den Salivaricin-Produzenten aufgetragen.
Nach Isolierung einer solchen resistenten oder vollkommen adaptierten Kolonie aus dem 
Zentrum der Agarplatte, wurde diese Probe erneut gegen den Bacteriocin-Produzenten 
S. salivarius ssp. salivarius K12 im Sinne eines Antagonistentests aufgetragen.
Dabei zeigte sich dessen ungeachtet wieder ein klassischer Hemmhof.
Erklärungen zu diesem Phänomen werden in der Diskussion in 4.2 e) gegeben.
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4. Kapitel: Diskussion
4.1 Antagonistentests in Flüssigmedium
In dieser Versuchsreihe sollte die inhibitorische Wirkung des Salivaricins von S. salivarius
ssp. salivarius K12 auf verschiedene S. pyogenes-Teststämme als Antagonisten in einem 
flüssigen Nährmedium in-vitro untersucht werden.
Um jedoch den Bacteriocin-Produzenten in definiertem Mischungsverhältnis zu den 
antagonistischen Stämmen einsetzen zu können, mussten Zellsuspensionen mit bekannter 
Zellzahl hergestellt werden.
Doch schon bei der Erstellung dieser Zellsuspensionen traten einige Probleme auf. Die nach 
Vorauszählung mittels Bürker-Kammer auf annähernd 10.000.000 KBE eingestellten 
Suspensionen sollten über Verdünnungsreihen und Ausplattieren dieser Lösungen auf 
Columbia Agar-Platten nochmals auf ihren Zellgehalt hin überprüft werden. Dabei wuchsen 
allerdings mehr Kolonien auf dem Festmedium als erwartet. Dies könnte zum einen darin 
begründet gewesen sein, dass die Suspensionen vor der Entnahme mit der Pipette gründlich 
durchmischt worden waren. Bei zu langem Vortexen von Proben sind Kettenbrüche
koloniebildender Einheiten (KBE) nicht auszuschließen, so dass folglich mehr Kolonien auf 
einer Agarplatte wachsen können, als vorher mikroskopisch ausgezählt. Zum anderen lagen 
die Bakterienketten in der Zählkammer wegen des erwähnten Volumens des Zählbereiches 
von 0,9 mm3 nicht nur in einer Ebene vor und konnten somit unter Umständen nicht immer 
eindeutig ausgezählt werden. 
Bei den darauf folgenden Hauptversuchen in Flüssigmedium, bei denen die S. pyogenes-
Teststämme jeweils zu unterschiedlichen Anteilen einmal in Kokultur mit S. salivarius ssp. 
salivarius K12 und ein anderes Mal zum direkten Vergleich in Reinkultur angezüchtet 
wurden, kamen fast in jedem Fall eindeutige Ergebnisse zum Vorschein. S. salivarius als 
Bacteriocin-Produzent hemmte die Antagonisten in ihrem Wachstum zum größten Teil selbst 
noch bei Konzentrationsverhältnissen der beiden Keime von 1:1.
Bei einigen vereinzelten Ansätzen fiel auf, dass S. salivarius ssp. salivarius K12 scheinbar 
kaum Einfluss auf das Wachstum von S. pyogenes zu haben schien. Dies war bei einem 
Konzentrationsverhältnis von 20:1 bei S. pyogenes ATCC 12202, bei einem 
Konzentrationsverhältnis von 2:1 bei S. pyogenes ATCC 75062 und AC 5180 und schließlich 
bei einem Konzentrationsverhältnis von 1:1 bei den Stämmen ATCC 12202 und 12344 und 
AC 5184 und 5185 der Fall.
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Ein möglicher Grund hierfür könnte die Zusammensetzung der bei -70°C tiefgefrorenen 
Teststämme, die Zellen in unterschiedlichen Wachstumsphasen beinhalten, betreffen. Denn 
bei der Überimpfung von Keimen in eine frische Nährbouillon muss berücksichtigt werden, 
dass diese nicht immer synchronisiert in die logarithmische Phase übergehen; kleine zeitliche
Verzögerungen können dabei schnell das Zellverhältnis beider Keimarten verschieben. Die 
Wachstumsphasen werden wie folgt eingeteilt [Sahl, 2001]:
Zunächst benötigt der Zellstoffwechsel eines heterotrophen Organismus [Klein, Hahn, 2000]
eine bestimmte Zeit, um sich an ein Medium anzupassen (Anlauf- oder Latenzphase/ lag-
Phase). In dieser Zeit wird die Zellmasse gesteigert, um später in der exponentiellen Phase 
Zellteilungen durch einfache Querteilung durchführen zu können (log-Phase). In diesem 
Stadium nimmt die Zellanzahl exponentiell zu.
Nach einer gewissen Zeit jedoch sinkt das Nährstoffangebot im Medium, und 
Stoffwechselprodukte akkumulieren. Folglich verlangsamt sich der Zellteilungsprozess, so 
dass ebenso viele Bakterien absterben, wie neue entstehen (stationäre Phase).
Abbildung 4-1: Schematische Darstellung der Wachstumskurve einer Bakterienkultur in Nährflüssigkeit. 
Zeichnung modifiziert nach Sahl in Köhler et al., 2001. Das Wachstum einer Bakterienkultur lässt sich in vier 
Phasen gemäß der Stoffwechselleistung und des Nährstoffangebotes einteilen.
Schließlich nimmt in der letzten Phase, der Absterbephase, die Anzahl der Bakterien netto 
wieder ab. Da allerdings durch das Absterben vieler Zellen zugleich auch wieder Substrate für 
die noch vitalen Organismen zur Verfügung stehen, ist das Absterben verzögert [Sahl, 2001]. 
Wenn zwei unterschiedliche Bakterienarten in der gleichen Kultur gezüchtet werden, ist ihr 
Wachstumsverhalten in der Anfangsphase von vielen Faktoren abhängig (exakte Zellzahl, 
Aggregation, exakte CO2-Konzentration, Lage der Zellen zueinander). Dieses ist somit
schwer zu synchronisieren und zu reproduzieren. So können einige Stämme ihren 
Stoffwechsel wahrscheinlich um wenige Minuten schneller optimieren als andere, was aber 
Logarithmus der Zellzahl
Zeit
lag-
Phase
log-
Phase
stationäre 
Phase
Absterbe-
phase
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bereits zu deutlichen Verschiebungen im Zellverhältnis führen kann. Es wurde zwar versucht, 
eine möglichst hohe Konstanz bei der Durchführung der Versuche zwecks Reproduzierbarkeit 
zu erzeugen, was aber aufgrund der Verrichtung der Versuche an unterschiedlichen Tagen 
nicht immer realisierbar war.
Eine weitere Ursache für von der Norm abweichende Ergebnisse kann im Pipettieren 
begründet sein. Da Bakterien sich häufig in Aggregaten zusammenlagern und in Nährbouillon 
nicht selten einen bröckelig-flockigen Bodensatz bilden [Hallmann, Burkhardt, 1974a], kann 
beim Aufnehmen eines Aggregates trotz gründlichem Vortexen die entnommene Zellanzahl 
möglicherweise zu hohe Werte annehmen.
Ein weiterer wichtiger Aspekt, der bei diesen Versuchsreihen zum Vorschein kam, bestand 
darin, dass die S. salivarius-Konzentration mit steigender Zugabe von S. pyogenes ebenfalls 
zunahm. Zur Erklärung dieses Phänomens ist es wichtig, neben den antagonistischen 
Verhältnissen, die in den Versuchen untersucht werden sollten, die synergistischen 
Wirkungen nicht zu vergessen. So können die Stoffwechselprodukte des einen Keimes, wie 
z.B. CO2, ein Substrat des anderen darstellen und diesen so in seinem Wachstum begünstigen. 
Gerade Streptokokken sind besonders capnophil, so dass sich Lebensgemeinschaften CO2-
bildender Streptokokken auch immer gegenseitig fördern [Kayser, 2001]. Demzufolge kann 
die eigentlich antagonistische Wirkung des Salivaricins überlagert werden.
4.2 Antagonistentests auf Festmedium
a) Streptococcus salivarius ssp. salivarius K12 als Bacteriocin-Produzent
In diesen Untersuchungen wurde die Wirkung von S. salivarius ssp. salivarius K12 auf 
zahlreiche S .pyogenes-Teststämme näher gehend betrachtet. Alle 84 S. pyogenes-Stämme 
wurden unabhängig von ihrer Virulenz in ihrem Wachstum auf Festmedium gehemmt. 
Folglich konnten auch keine Resistenzen gegen das Bacteriocin festgestellt werden. Eine 
Infektion mit einem dieser Pathogene sollte also durch die Einnahme des K12 Throat Guard-
Produktes und bei gelungener Kolonisation im Rachenraum verhindert werden können.
Es wurden zwei Versuchsreihen mit den gleichen Keimen durchlaufen, so dass jeder 
S. pyogenes-Teststamm doppelt gegen S. salivarius ssp. salivarius K12 aufgetragen wurde. 
Dabei wurde sichtbar, dass die Abstände eines Teststammes zum Bacteriocin-Produzenten 
häufig von Versuch zu Versuch differierten. Es wurden durchschnittlich 1,4 mm Abweichung 
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bei den gleichen Keimen in unterschiedlichen Ansätzen gefunden. Dieser Streuung können 
verschiedene Ursachen zu Grunde liegen. 
Zum einen sollte bei den Versuchen auf Festmedium das Alter der Vorkultur berücksichtigt 
werden [s. Kapitel 4.1], auch wenn die einzelnen Phasen aus methodischen Gründen hier 
nicht verfolgt werden können. Denn auch in diesem Fall werden unvermeidlich 
unterschiedliche Startbedingungen für die Versuche vorausgesetzt. Dies ereignet sich schon 
deshalb, weil die Versuche aufgrund der hohen Anzahl an verschiedenen Tagen durchgeführt 
werden mussten. Die Vorkulturen wurden zum Beispiel unterschiedlich lange im Kühlschrank 
gelagert. 
Zudem kann die Dicke der Columbia Agar-Platten und deren Wassergehalt, die sog. 
Wasseraktivität, trotz Standardisierung in einem gewissen Bereich schwanken. Die 
durchschnittliche Dicke einer solchen Agarschicht liegt bei 7 mm. Demnach unterscheidet
sich auch geringfügig die Verteilung des Salivaricins, so dass eine geringere Schichtdicke 
beispielsweise zu einem schnelleren Ausbreiten der antibakteriellen Substanz und somit zu 
größeren Abständen zum Antagonisten führen sollte [Hallmann, Burkhardt, 1974b].
Zusätzlich können trotz großer Sorgfalt die manuell aufgenommenen und linear 
ausgestrichenen Bakterienmengen geringfügig differieren. Der „Mini-Stempelabdruck“ von 
S. salivarius wurde von einer mit diesem Keim dicht beimpften Agarplatte entnommen. Von 
den S. pyogenes-Teststämmen wurde nur eine einzelne Kolonie einer im „Drei-Ösen-
Ausstrich“ erstellten Kultur isoliert. Dabei können geringfügige Entnahmeungenauigkeiten 
zustande gekommen sein. Durch unterschiedliche Oberflächenantigene ist auch die 
Aggregation der S. pyogenes-Zellen bei unterschiedlichen Stämmen verschieden. Dies 
bedeutet, es gibt zum Beispiel „klumpigere“ oder „weichere“ Kolonien, was das Aufnahme-
und Ausstreichverhalten der Zellproben direkt beeinflusst.
Zuletzt können die Bedingungen im CO2-Brutschrank trotz automatisch konstant gehaltener 
Parameter durch beispielsweise häufiges oder zu langes Öffnen während der Inkubationszeit 
durch andere Benutzer schwanken, wodurch sowohl das Wachstum der Bakterien als auch die 
Diffusionsgeschwindigkeit negativ beeinflusst werden können. Auch die Stellung der 
einzelnen Agarplatten in diesem Brutschrank kann zu geringfügig unterschiedlichen 
Bedingungen geführt haben (CO2-Diffusionsgradient).
Der Einfluss der genannten Parameter auf die gefundenen Ergebnisse scheint allerdings 
gering und nicht relevant für die qualitative Beurteilung, denn alle S. pyogenes-Teststämme 
konnten trotz der bereits erwähnten durchschnittlichen Differenz von 1,4 mm eindeutig durch 
das Salivaricin von S. salivarius ssp. salivarius K12 inhibiert werden. 
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b) Die Salivaricin-Produktion weiterer Streptococcus salivarius-Stämme
In diesem Teilversuch wurde untersucht, ob neben S. salivarius ssp. salivarius K12 auch 
andere S. salivarius-Stämme eine Bacteriocin-ähnliche Substanz gegen das Wachstum von 
S. pyogenes richten.
Dazu ist es hilfreich, zunächst das Operon, welches für das Salivaricin codiert, und die 
zugehörigen Modifikations- und Transportkomponenten am Beispiel eines Bacteriocin-
produzierenden Stammes zu betrachten. Upton et al. untersuchten dieses Operon am Stamm 
20P3 per Ausschlussverfahren genauer. Dessen Aufbau ist in der Abbildung 4-2 schematisch 
dargestellt.
Wie bereits erwähnt, codiert dabei das salA Gen für das Präpeptid des Salivaricin A, eine aus 
48 Aminosäuren bestehende Vorstufe des Bacteriocins. Dieses wird posttranslational 
modifiziert. Dafür werden Enzyme benötigt, die durch die Gene salB und salC festgelegt 
sind. Dabei werden eine Aminosäurendehydratation und eine Thioetherbrückenformation zur 
Fertigstellung des Lantibiotikums durchgeführt. Für die Abspaltung der Leadersequenz durch 
eine Cystein-Protease und die Ausschleusung des aktiven Teils aus der Zelle mittels ABC-
Transporters kodieren die Gene salT und salX. Die separate Leader-Sequenz steht vermutlich 
in Zusammenhang mit der Immunität der eigenen Zelle vor dem produzierten Bacteriocin. 
Dem ausgeschleusten Salivaricin wird zusätzlich zur auf S. pyogenes antibakteriell wirkenden 
Eigenschaft eine Funktion als Botenstoff zur Wahrnehmung der eigenen Populationsdichte 
zugeschrieben. Ein solches Kommunikationssystem, das bis dato hauptsächlich für gram-
negative Bakterien beschrieben wurde, wird auch als „Quorum Sensing“ bezeichnet
[Kleerebezem et al., 2001; Tompkins et al, 1997]. Dieses System wurde erstmalig vor einigen
Jahren an Vibrio fischeri und anderen Vibrio-Arten entdeckt, welche in hohen 
Konzentrationen in den Lichtorganen einiger Fischarten als leuchtende Bakterien 
vorkommen. Dabei kommt es sinnigerweise nur bei genügend großer Anzahl an Bakterien zur 
Lumineszenz, was über Autoinducer geregelt wird. Bei geringen Zellkonzentrationen ist die 
Menge dieses Autoinducers, der bei den verschiedenen gramnegativen Bakterien zur 
chemischen Gruppe der Homoserinlaktone gehört, so unterschwellig, dass keine 
intrazellulären Effekte zustande kommen [Marre, 2001].
Bei grampositiven Bakterien, speziell am Beispiel von Lactococcus lactis, wird dessen 
Lantibiotikum Nisin zusätzlich zur antimikrobiellen Wirkung eine Funktion als Signal-
Molekül zugeschrieben [Kuipers et al., 1995]. Dabei soll es als Peptid-Pheromon die 
Transkription der Gene induzieren, die für die Biosynthese des Lantibiotikums selber 
codieren. Dies soll über ein Regulations-System, bestehend aus zwei Komponenten, einer 
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transmembranen Kinase und einem intrazellulär liegenden phosphorylierbaren 
Regulatorprotein, NisK und NisR, geschehen. Das Peptid-Pheromon Nisin soll weiterhin in 
geringer Konzentration in der exponentiellen Wachstumsphase gebildet werden und dann, ab 
einem bestimmten Schwellenwert, in etwa am Ende dieser Wachstumsphase den 
geschilderten Signaltransduktions-Mechanismus von extrazellulär her auslösen [Kleerebezem 
et al., 1997]. Für das Lantibiotikum Subtilin, welches durch Bacillus subtilis ATCC 6633 
gebildet wird, wurde ein analoges Modell vermutet [Klein et al, 1993].
Für S. salivarius und das von ihm produzierte Salivaricin wird ein analoges Modell 
angenommen. Auch hier bewirken die Gene salK und salR ebenfalls die Bereitstellung eines 
Kinase-Systems, welches rückwirkend über einen phosphorylierten Regulator die 
Transkription des gesamten Salivaricin-Operons fördert. Die Expression des Lantibiotikums 
ist auch in diesem Fall von der Präsenz des aktiven Peptids abhängig, so dass wir bei 
Salivaricin ebenfalls von einem Peptid-Pheromon sprechen können. Dabei scheint die 
extrazelluläre Anwesenheit des Salivaricin A2-Analogons Salivaricin A1 ebenso ein positives 
Feedback zu bewirken. Dies lässt auf eine Wirkung dieser Lantibiotika über die eigene 
Spezies hinaus schließen [Upton et al., 2001].
Ferner bestehen jedoch Unklarheiten bezüglich der Immunität von S. salivarius gegenüber 
dem eigenen Lantibiotikum. Am Beispiel von Nisin und dessen Produzenten Lactococcus 
lactis 6F3 wurde das Gen nisI für die Synthese eines Lipoproteins verantwortlich gemacht, 
dass sich vermutlich an der Außenseite der Zellmembran anheftet. Die Wirkung des NisI-
Immunitätsproteins könnte nun entweder durch eine direkte Interaktion mit dem von 
extrazellulär auftreffenden Lantibiotikum oder durch eine Verhinderung der zerstörenden 
Membraneffekte durch das Lantibiotikum zustande kommen [Engelke et al., 1994].
An Pediocin-ähnlichen Bacteriocinen der Milchsäurebakterien wurde herausgefunden, dass 
die Immunitätsproteine der einzelnen Produzenten hohe Ähnlichkeit zeigten, aber ebenso eine 
sehr hohe Spezifität dem eigenen Bacteriocin gegenüber aufwiesen. Diese Spezifität soll im 
C-terminalen Bereich der hauptsächlich intrazellulären und nur mit einem kleinen Teil an der 
Membran assoziierten Proteine liegen. Der genaue Mechanismus, der die Produzentenzelle 
vor einer Inhibition schützt, ist allerdings auch in diesen Beispielen nicht sicher aufgezeigt
worden. Hier wurde vermutet, dass das Immunitätsprotein eine Bindung zwischen dem 
Bacteriocin und seinem mutmaßlichen Rezeptor in der eigenen Zellmembran verhindert bzw. 
zerstört [Johnsen et al., 2005].
Im Falle von S. salivarius wird allerdings die vom Präpeptid abgespaltene Leadersequenz auf 
bis jetzt ungeklärte Weise in Zusammenhang mit dem Produzenten-Selbstschutzmechanismus 
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gebracht. Ebenso könnte das Protein SalY, analog zu NisI im Falle von Nisin, eine Funktion 
in diesem Regelkreis einnehmen. Bis jetzt ist nur bekannt, dass die Fähigkeit Salivaricin zu 
bilden und auszuschleusen mit einer Immunität zusammenhängen muss.
In der folgenden Abbildung sind die erläuterten Zusammenhänge schematisch am Beispiel 
des Stammes K12 und dessen Bacteriocin, dem Lantibiotikum Salivaricin A2 dargestellt.
Abbildung 4-2: Genregulationsmodell von S. salivarius ssp. salivarius K12. [Zeichnung: Conrads modifiziert 
nach Upton et al., 2001] In der Zeichnung sind das Operon und dessen Produkte in ihrer Funktion schematisch 
dargestellt. Das Operon trägt die Gene salA, B, C, T, X, Y, K und R, die nach deren Transkription verschiedene 
Komponenten des Salivaricins und dessen Ausschleusungsmechanismen darstellen. Das Salivaricin A2 wirkt 
über einen positiven Rückkopplungsmechanismus im Sinne eines „Quorum Sensings“ auf die Zelle zurück. 
Dieser Effekt wird ebenfalls nach Kontakt mit dem Bacteriocin-ähnlichen Produkt von S. pyogenes, dem 
Salivaricin A1, beschrieben.
In den Ergebnissen dieses Teilversuches zeigten die S. salivarius-Stämme AC 3994 und DSM 
20067 eine Hemmwirkung den pyogenen Antagonisten gegenüber. Der Stamm AC 3994 wies 
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im Durchschnitt Hemmhöfe von 2,6 mm, der Stamm DSM 20067 Hemmhöfe von 2,2 mm 
auf. Dies lässt darauf schließen, dass auch diese beiden Stämme zumindest eine Bacteriocin-
ähnliche Substanz gegen S. pyogenes richten. Das Ausmaß ihrer Hemmung scheint jedoch 
deutlich geringer als die Inhibition durch S. salivarius ssp. salivarius K12. Dort konnte eine 
durchschnittliche Hemmung der S. pyogenes-Teststämme von ungefähr 7,1 mm ermittelt 
werden. Bezogen auf das gerade beschriebene Genregulationsmodell könnte hypothetisch 
vermutet werden, dass zumindest die Gene für die Produktion des Präpeptids, für dessen 
Modifikation und Transport aus der Zelle, salA, B, C, T und X, intakt scheinen. Die positive 
Rückkopplung durch das aus zwei Komponenten bestehende Signaltransduktions-System, der
Kinase und dem Regulator-Protein, wird möglicherweise aber nicht gelingen. So produzieren 
diese Stämme vermutlich konstant eine geringe Menge an Bacteriocin, wie dies für Nisin in 
der exponentiellen Phase beschrieben wird [Kleerebezem et al., 1997]. Ihre Verstärkung am 
Ende dieser Phase durch Überschreiten eines bestimmten Schwellenwertes könnte allerdings 
ausbleiben.
Weiterhin wird vermutet, dass die übrigen untersuchten S. salivarius-Stämme, AC 1802, AC 
2051, AC 3342 und AC 4381, aufgrund dessen eine keine bakterizide Wirkung auf den 
Pathogen S. pyogenes ausüben, weil sie eine oder mehrere Mutationen in ihrem Operon tragen 
(hier möchte ich auf die genetisch orientierten Dissertationen zum Thema K12-Bacteriocine 
von Frau A. Meinelt und J. Denzel verweisen). So könnte ein möglicher Fehler, z.B. in Form 
einer Deletion, entweder in der Bereitstellung des Präpeptids (salA), dessen Modifikations-
(salB und C) oder Ausschleusungsmechanismus (salT und X) oder in allen drei Komponenten 
liegen. Nähere Erläuterungen zu einem analogen Modell bei einem Salivaricin-negativen S. 
pyogenes-Stamm finden sich in Kapitel 4.2 c).
c) Die „Salivaricin“-Produktion bei Streptococcus pyogenes-Stämmen
Upton et al. fanden heraus, dass der S. pyogenes-Stamm T11, der den M-Typ 4 trägt, ein 
Salivaricin A1 analog zum Salivaricin A2 von S. salivarius ssp. salivarius K12 bildet. Sein 
Genregulationsmodell wird im Folgenden beschrieben. 
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Abbildung 4-3: Genregulationsmodell von S. pyogenes T11 M4. [Zeichnung: Conrads modifiziert nach Upton 
et al., 2001] Das Operon zeigt den gleichen Aufbau wie bei S. salivarius ssp. salivarius K12. Dieser Stamm ist 
demnach ebenfalls in der Lage, Salivaricin zu bilden -wofür wir nach Abbildung 3-4 auch Evidenzen fanden-
und diese Produktion über einen Signaltransduktions-Mechanismus auch zu steigern. Dadurch könnte 
letztendlich eine Koexistenz mit K12 möglich sein, was für den Einsatz von K12 als Probiotikum besonders
nachteilig sein könnte.
Das S. pyogenes T11 M4-Operon, welches für die Produktion des Salivaricins, hier 
Salivaricin A1, kodiert, scheint alle notwendigen Komponenten analog zu S. salivarius ssp. 
salivarius K12 zu enthalten. Zunächst wird das Präpeptid synthetisiert, anschließend 
modifiziert und als aktives Peptid, Salivaricin A1, aus der Zelle ausgeschleust. Auch der 
positive Rückkopplungsmechanismus via Signaltransduktion scheint bei dem untersuchten 
Stamm intakt. Dies würde in-vivo bedeuten, dass dieser Stamm in der Lage ist, andere 
Bacteriocin-sensitive verwandte Stämme in ihrem Wachstum zu inhibieren. Um dies zu 
testen, wurde ein Vertreter dieses M-Typen auf sein Inhibitionspotential anderen Stämmen 
gegenüber untersucht. Dabei wurde tatsächlich ein Antagonist, der Stamm AC 8671 M1, in 
einem Ansatz in seiner Ausbreitung gehemmt. Die Operonstruktur für einen anderen Vertreter 
dieses M-Typen, S. pyogenes SF370, wurde ebenfalls durch Upton et al. aufgeklärt. Generell 
fand diese Arbeitsgruppe bei 63 von 65 der untersuchten S. pyogenes-Teststämme 
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unterschiedlicher M-Typen eine salA1-Sequenz, jedoch fehlte bei diesen Stämmen die 
Fähigkeit, aktives Bacteriocin freizusetzen oder sich vor ihm zu schützen. So wurden 
beispielsweise bei S. pyogenes SF370 M1 Deletionen im Bereich der Gene salB, C und T 
gefunden. Dies erlaubt zwar durch das intakte salA-Gen eine Produktion des Präpeptids, 
dieses wird allerdings nicht modifiziert und demnach auch nicht aus der Zelle transportiert.
Mit der Fähigkeit, aktives Salivaricin zu bilden, scheint auch die Immunität verloren 
gegangen zu sein, was, wie bereits erwähnt, mit der abgespaltenen Leader-Sequenz 
zusammenhängen könnte. Der Signaltransduktions-Mechanismus via SalK und R scheint 
jedoch intakt. Dies lässt vermuten, dass weiterhin durch positives Enhancement das SalA-
Propeptid gebildet wird. Dieses würde sich folglich anhäufen und ließe eine Zelle durch 
Akkumulation mit diesem nicht weiter verwertbaren Peptid absterben.
Abbildung 4-4: Genregulationsmodell von S. pyogenes. [Conrads] Im Gegensatz zu S. salivarius ssp. 
salivarius K12 und S. pyogenes T11 M4 finden sich Deletionen im Operon im salB-, C- und T-Bereich. Das 
Präsalivaricin kann zwar gebildet werden, die Leadersequenz allerdings nicht abgespalten und somit kein aktives 
Salivaricin ausgeschleust werden. Der Rückkopplungsmechanismus durch fremdes Salivaricin scheint jedoch 
intakt, so dass immer mehr der unbrauchbaren Vorstufe in der Zelle akkumulieren kann.
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In anderen Übersichtsarbeiten wurde allerdings bewiesen, dass Lantibiotika der Klasse A 
normalerweise eine Zerstörung ihrer antagonistischen Zellen durch Porenformation der 
Zellmembran und somit Metabolitenefflux bewirken [Brötz, Sahl, 2000].
Die Selektivität und Stärke des Hemmungsmechanismus auf S. pyogenes lässt jedoch die 
Porinbildung als alleinigen Zerstörungsmechanismus als nicht hinreichend erscheinen.
Ob und in welchem Umfang die Akkumulation tatsächlich als Hauptursache für das 
Absterben der Zellen verantwortlich gemacht werden kann, wird in weiteren Untersuchungen 
mit spezifischerem Ansatz verifiziert werden müssen. Ein möglicher Ansatz zum 
quantitativen Nachweis des Präsalivaricins könnte beispielsweise in dessen Markierung durch 
monoklonale und fluoreszierende Antikörper bestehen.
d) Versuche zum Adaptationsvermögen von Streptococcus pyogenes an das 
K12-Bacteriocin
In diesem Teilversuch wurde exemplarisch an einem S. pyogenes-Teststamm, dem Stamm 
ATCC 12202, die Adaptationsfähigkeit an das in der Arbeit untersuchte Bacteriocin erforscht. 
Der Keim wurde von Passage zu Passage unempfindlicher, zeigte allerdings nach Isolierung 
auf einer Bacteriocin-freien Agarplatte wieder seine ursprüngliche Empfindlichkeit. 
Per definitionem wird unter Adaptation die physische oder psychische, aktive oder passive, 
meist vorübergehende und nur selten andauernde Anpassung eines Organismus oder Organs 
an veränderte Bedingungen verstanden [Roche-Lexikon]. Es zeigen sich im Gegensatz zu 
einer echten Resistenz aber keine Veränderungen auf genetischer Ebene, die damit auch 
vererbbar wären.
Dies lässt darauf schließen, dass der untersuchte Teststamm aufgrund seiner nicht konstant 
verminderten Empfindlichkeit lediglich adaptiven Veränderungen unterlag. Ein möglicher 
Grund für eine erhöhte Widerstandskraft unter ungewöhnlichen Belastungen, wie zum 
Beispiel in Form eines Antibiotikums, könnte in der Freisetzung von Sigma-? ??-) Faktoren 
liegen. Diese Faktoren können als genetische Regulatoren fungieren und so Stress-Proteine 
zur Expression bringen, welche die belastete Zelle schützen können. Ein Regulations-Faktor 
ist beispielsweise RpoS, der für eine erhöhte Wachstumsphasen-abhängige Säuretoleranz 
zuständig scheint [Davidson, Harrison, 2002].
Eine solche Veränderung könnte beispielshalber in einer erhöhten Widerstandskraft der 
Membran gegenüber einem Angriff des Bacteriocins durch Änderung der Fluidität vermutet 
werden. 
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Bei Erlöschen dieser Stressfaktoren auf einer unbelasteten Agarplatte lässt die Freisetzung 
von Sigma-Faktoren und somit die Bildung der schützenden Proteine wieder nach. Die 
Bakterienzellen reagieren wiederkehrend in ursprünglicher Weise, also empfindlich auf das 
Bacteriocin.
e) Überprüfung der Resistenz gegenüber dem K12-Bacteriocin
Bei den Antagonistentests auf Festmedium wurden einige Stämme gefunden, die mit 
einzelnen versprengten Kolonien in das Diffusionsgebiet des durch S. salivarius ssp. 
salivarius K12 produzierten Bacteriocins hineinwuchsen. Dabei verblieb allerdings die 
Hauptmasse dieser Teststämme auf Höhe der anderen Stämme.
Dies ließ vermuten, dass es sich bei diesen Auffälligkeiten um resistente Kolonien handelte. 
In der Therapie mit Antibiotika findet sich das Phänomen der Resistenz besonders eindeutig 
in Zusammenhang mit Penicillin. Der Grundkörper des Penicillins besteht aus 6-
Aminopenicillinsäure mit einem 4-gliedrigen ß-Lactamring. Dieser ß-Lactamring kann durch 
ein bakterielles Enzym, der ß-Lactamase, auch Penicillinase, gespalten werden, so dass das 
Antibiotikum seine Wirksamkeit verliert. Bakterien, die in der Lage sind, dieses Enzym zu 
produzieren, sind somit Penicillin-resistent [Lüllmann, Mohr, 2001].
Um bei den vorliegenden in den Diffusionsbereich des Bacteriocins versprengten Kolonien 
eine Resistenz auszuschließen, wurden diese Zellhaufen punktuell entnommen und erneut 
gegen S. salivarius ssp. salivarius K12 mittels gleich aufgebauten Antagonistentests
untersucht. Es traten erneut Hemmhöfe durchschnittlichen Abstands auf. Dies bedeutet, dass 
die Zellen nicht vererbend resistent, sondern höchstens adaptiert waren.
Das Phänomen lässt sich letztlich nur dadurch erklären, dass die versprengten Kolonien genau 
an den Stellen wuchsen, an denen zuvor S. salivarius aufgetragen wurde. So könnte 
S. pyogenes beispielsweise durch den Biofilm des Bacteriocin-Produzenten vor einem Angriff 
des Lantibiotikums geschützt worden sein oder sich eines Immunitätsfaktors des Produzenten 
bedient haben. 
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5. Kapitel: Zusammenfassung
Eine Infektion mit dem humanpathogenen Bakterium Streptococcus pyogenes kann unter 
anderem zu Angina tonsillaris (eitriger Tonsillopharyngitis), Scharlach, aber auch zu 
gefürchteten Folgeerkrankungen, wie dem akuten rheumatischen Fieber (ARF) und der 
diffusen Glomerulonephritis (AGN), führen und somit letalen Ausgang finden. Bis dato 
wurden zur Behandlung von Infektionen mit diesem Pathogen vor allem das Antibiotikum 
Penicillin oder alternativ Makrolidderivate verwendet. Der häufige Gebrauch der stets 
gleichen Antibiotika kann allerdings schnell zu einem Selektionsvorteil für durch Mutationen 
entstandene resistente Keime führen. Deshalb sollte diese Stoffgruppe sparsam und nur unter 
strenger Indikation eingesetzt werden. 
Die hohe Variabilität der Antikörper-Bindungsstelle, dem M-Protein, erklärt die Tatsache, 
dass bis heute keine Impfung gegen S. pyogenes entwickelt werden konnte, die dauerhaft vor 
einer Infektion mit dem Pathogen schützt.
Diese Gegebenheiten zwingen zur Entwicklung neuer Alternativen zur klassischen 
antibiotischen Behandlung, sowie innovativer Prophylaxestrategien.
In Neuseeland werden nun seit mehr als zwei Jahren erfolgreich Lutschtabletten als 
Nahrungsergänzungsmittel zur Prävention von S. pyogenes-bedingten Infektionen vertrieben. 
Diese enthalten Streptococcus salivarius ssp. salivarius K12, ein probiotisches Bakterium der 
Viridans-Gruppe, welches durch Produktion eines Bacteriocins, Salivaricin A2, einen 
natürlichen Hemmstoff in der Bekämpfung von S. pyogenes bereitstellt. 
Da das Vorkommen bestimmter S. pyogenes-Stämme jedoch an Regionen gebunden ist, sollte 
in der vorliegenden Dissertation S. salivarius ssp. salivarius K12 explizit auf seine Wirkung 
gegenüber den in Deutschland vorkommenden Stämmen getestet werden. Zur Repräsentation 
möglichst unterschiedlicher und epidemiologisch unabhängiger Stämme wurden nur solche 
Stämme dem Nationalen Referenzzentrum für Streptokokken in Aachen entnommen, bei 
denen eine gute Verteilung der Entnahmeorte, Variabilität der assoziierten Krankheitsbilder 
und unterschiedliche M-Typen vorlagen. Die In-vitro-Tests wurden sowohl auf festem als 
auch in flüssigem Medium durchgeführt, um den physiologischen Verhältnissen im Mund-
und Rachenraum mit Schleimhäuten und Speichel möglichst gerecht werden zu können.
Für die Versuche im Flüssigmedium wurden zunächst Suspensionen des Bacteriocin-
Produzenten S. salivarius ssp. salivarius K12 und der S. pyogenes-Teststämme mit 
definiertem Zellgehalt von 10.000.000 koloniebildenden Einheiten pro ml angefertigt. 
Anschließend wurden mit Auszügen dieser Suspensionen die antagonistischen Keime in 
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unterschiedlichem Verhältnis zueinander in Mischkultur und zum Vergleich auch in 
Reinkultur kultiviert, um zu überprüfen, welcher Keim (K12 oder S. pyogenes) bei direkter 
Zusammengabe in seinem Wachstum dominiert.
In den meisten Fällen konnte sich S. salivarius ssp. salivarius K12 gegen die Teststämme 
durchsetzen und deren Entfaltung im Gegensatz zur Reinkultur deutlich einschränken.
Die Experimente auf Festmedium konnten die immense Hemmkraft des Bacteriocin-
Produzenten S. salivarius ssp. salivarius K12 noch deutlicher zum Ausdruck bringen. Hier 
wurde im Sinne eines Antagonistentests initial ein Stempelabdruck des Bacteriocin-
Produzenten in die Mitte mehrerer Agarplatten platziert und nach 24stündiger Inkubation 
nacheinander alle S. pyogenes-Teststämme linear dazu aufgetragen. Am Folgetag konnte 
festgestellt werden, dass alle Stämme empfindlich auf das Bacteriocin reagierten, und dass
sowohl die weniger invasiven Pharyngitiserreger als auch die teilweise fatalen Sepsiserreger
immense Hemmhöfe von durchschnittlich 7,13 mm zum Bacteriocin-Produzenten aufwiesen.
Bei einzelnen versprengten Kolonien, die im Diffusionsbereich des Bacteriocins zu finden 
waren, existierte keine dauerhafte Resistenz. 
Nach mehrmaligem Kontakt mit dem Bacteriocin trat lediglich ein adaptiver Effekt gegenüber 
der hemmenden Substanz auf. 
Im Gegensatz zu S. salivarius ssp. salivarius K12 konnte mittels analoger Versuche mit 
weiteren S. salivarius-Stämmen auf Festmedium eine nur geringfügige Inhibition von S. 
pyogenes nachgewiesen werden.
Die Untersuchungen dieser Arbeit lassen nun vermuten, dass die Einnahme des in Neuseeland 
bereits als Nahrungsergänzungsmittel angewandten K12 Throat Guard-Produktes als 
Alternative zur herkömmlichen kurativen Behandlung mittels Antibiotika auch zur 
Pharyngitis-Prävention in Deutschland dienen könnte. Damit könnten die immensen Kosten 
für die Entwicklung einer Impfung gegen S. pyogenes und das Risiko einer Autoimmunität, 
sowie einer steigenden Antibiotika-Resistenzentwicklung gemindert werden. 
S. salivarius ssp. salivarius K12 und seine Bacteriocine bieten somit ein großes Potenzial zur 
Infektionsprophylaxe und Kostenersparnis. Eine Einführung von K12-haltigen Probiotika 
bzw. Kosmetika ist auch für Deutschland in Vorbereitung. So wurde im November 2005 
S. salivarius ssp. salivarius K12 in der Rezeptur für eine Mundspüllösung beim Bundesamt 
für Verbraucherschutz hinterlegt; der Anwendung als Lutschtablette bzw. Medikament sind 
jedoch große Hürden bei einer Zulassung im europäischen Raum gesetzt. Die vorliegende 
Arbeit mag nicht zuletzt auch dazu beitragen, die Wirkungssicherheit von K12-Produkten 
besser bewerten zu können.
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6. Kapitel: Weitere Daten und Tabellen
Tabelle 6-1: Antagonistentests in Flüssigmedium bei einem Konzentrationsverhältnis von 20:1. Dargestellt 
ist die Anzahl der ausgezählten S. pyogenes-Kolonien bei den einzelnen Verdünnungen von 10-3 und 10-4 einmal 
in Kokultur mit S. salivarius ssp. salivarius K12 und zum Vergleich in Reinkultur (rechts). Der Mittelwert dieser 
Verdünnungen multipliziert mit 105 entspricht der Anzahl der KBE pro ml der Suspensionen.
Stämme
5000 KBE :
100000 KBE K 12
in 1ml BHI-Bouillon nach 6 Stunden;
Kolonienanzahl  
gezählt an 100 ????????
der ausplattierten
10-3 -und 10-4 -  Mittelwert *105
Verdünnungen                    entspricht Zell-
?????????????????????????????????????????????????
                                            BHI-Bouillon
5000 KB 
 in 1ml BHI-Bouillon nach 6 Stunden;
Kolonienanzahl     
gezählt an 100 ??
der ausplattierten
10-3 - und 10-4 -    Mittelwert *105
Verdünnungen                entspricht Zell-
?????????????????????????????????????????????
                                        BHI-Bouillon
K 12 3320 117 312S. pyogenes      
ATCC 12202 S. pyogenes 13 7 1 20 1 2
 K 12 976 69 95S. pyogenes      
ATCC 700294 S. pyogenes 0 0 0 14 2 1
K 12 1160 96 114S. pyogenes      
ATCC 8671 S. pyogenes 0  0 0 38 6 4
K 12 2424 303 247S. pyogenes      
ATCC 12344 S. pyogenes 0 0 0 376 39             38       
K 12 3880 1544 493S. pyogenes      
ATCC 75062 S. pyogenes 304 46 32 808 95              82       
K 12 3096 387 316S. pyogenes      
ATCC 75063 S. pyogenes 0 0 0 824 19 77
K 12  3320  736 369 S. pyogenes      
ATCC 71675 S. pyogenes 0 0 0 32 12 4
K 12 2296 378 243S. pyogenes      
AC 5180 S. pyogenes 0 0 0 488 27 47
K 12  3152  1112 388 S. pyogenes      
AC 5184 S. pyogenes 0 0 0 352 12              33
K 12  2840  1048 353 S. pyogenes      
AC 5185 S. pyogenes 0 0 0 74 2 7
K 12 1352  113 133 S. mitis
AC 790 S. mitis 66  3 6 28 7 3
K 12  3752 920 425 S. mutans
ATCC 25175 S. mutans 3 0 0,3 6 0 0,6
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S. salivarius scheint in 20fachem Überschuss bis auf S. pyogenes ATCC 12202 und S. mutans 25175 alle 
untersuchten S. pyogenes-Stämme und S. mitis AC 790 eindeutig in ihrem Wachstum zu hemmen. Bei den 
beiden Ausnahmen besteht kein Unterschied zur Reinkultur.
Stämme
50000 KBE :
100000 KBE K 12
in 1ml BHI-Bouillon nach 6 Stunden;
Kolonienanzahl  
gezählt an 100 ????????
der ausplattierten
10-3 -und 10-4 -  Mittelwert *105
Verdünnungen                    entspricht Zell-
?????????????????????????????????????????????????
                                            BHI-Bouillon
50000 KB 
 in 1ml BHI-Bouillon nach 6 Stunden;
Kolonienanzahl                    
gezählt an 100 ??
der ausplattierten 
10-3 - und 10-4 -   Mittelwert *105
Verdünnungen                entspricht Zell-
????????????????????????????????????????n 1ml
                                        BHI-Bouillon
K 12 10000 2824 1166S. pyogenes      
ATCC 12202 S. pyogenes 56 0 5 488 31 47
 K 12 8000 2376 943S. pyogenes      
ATCC 700294 S. pyogenes 28 0 3 400 14 38
K 12  8000  2704 973S. pyogenes      
ATCC 8671 S. pyogenes       34 0 3     224 17 22
K 12 6840 2184 820S. pyogenes      
ATCC 12344 S. pyogenes 144 24 15   1648 448 191
K 12 5928 2296 748S. pyogenes      
ATCC 75062 S. pyogenes 392 85 43 528 42 52
K 12 6240 1540 707S. pyogenes      
ATCC 75063 S. pyogenes 90 6 9 584 51 58
K 12  2752  952 337S. pyogenes      
ATCC 71675 S. pyogenes  0  0 0 520 29 50
K 12 5008 2232 658S. pyogenes      
AC 5180 S. pyogenes 944 224 106 520 51 91
K 12  3432 1480 447S. pyogenes      
AC 5184 S. pyogenes                   0                     0                    0                 656   87              68          
K 12 5540 1600 649S. pyogenes      
AC 5185 S. pyogenes 130 45 16      728 41 70
K 12 1888 552 222S.mitis
AC 790 S. mitis 139 30 15 768 21 72
K 12  4936  920 532S. mutans
ATCC 25175 S. mutans 3 0 0,27 6 0 0,55
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Tabelle 6-2: Antagonistentests in Flüssigmedium bei einem Konzentrationsverhältnis von 2:1. Die 
Anordnung in dieser Tabelle entspricht der vorhergehenden Tabelle. Bei diesem Konzentrationsverhältnis 
werden alle S. pyogenes-Stämme und S. mitis AC 790 mit Ausnahme von S. pyogenes ATCC 75062 und AC 
5180 und S. mutans ATCC 25175 in ihrem Wachstum unterdrückt.
Stämme
100000 KBE :
100000 KBE K 12
in 1ml BHI-Bouillon nach 6 Stunden;
Kolonienanzahl  
gezählt an 100 ????????
der ausplattierten 
10-3 -und 10-4 -  Mittelwert *105
Verdünnungen                    entspricht Zell-
?????????????????????????????????????????????????
                                            BHI-Bouillon
100000 KB 
 in 1ml BHI-Bouillon nach 6 Stunden;
Kolonienanzahl                    
gezählt an 100 ??
der ausplattierten 
10-3 - und 10-4 -  Mittelwert *105
Verdünnungen                entspricht Zell-
???????????????????????????????????????in 1ml
                                        BHI-Bouillon
K 12 10000 728 975S. pyogenes      
ATCC 12202 S. pyogenes 728 68 72 872 56 84
 K 12 10000 3480 1225S. pyogenes      
ATCC 700294 S. pyogenes 56 0 5 584 24 55
K 12 10000 4500 1318S. pyogenes      
ATCC 8671 S. pyogenes 23 2 2 440 27 42
K 12 10000 3504 1228S. pyogenes      
ATCC 12344 S. pyogenes 159 328 44 528 42 52
K 12 ›10000 3952 1268S. pyogenes      
ATCC 75062 S. pyogenes 672 248 84 2232 672 264
K 12 10000 2648 1150S. pyogenes      
ATCC 75063 S. pyogenes 161 352 47 1004 232 112
K 12  ~8000  1768 1070S. pyogenes      
ATCC 71675 S. pyogenes  176  48 20 456 56 47
K 12 6800 3328 921S. pyogenes      
AC 5180 S. pyogenes 624 216 76 2112 408 229
K 12  ~10000  2480 1135S. pyogenes      
AC 5184 S. pyogenes 720 188 83 1248 554 163
K 12 ~8000 1120 829S. pyogenes      
AC 5185 S. pyogenes 1264 224 135 1968 408 216
K 12 2368 688 278S.mitis
AC 790 S. mitis 176 72 23 1496 101 145
K 12    ~8000 1544 868S. mutans
ATCC 25175 S. mutans 51 0 5 107 1 10
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Tabelle 6-3: Antagonistentests in Flüssigmedium bei einem Konzentrationsverhältnis von 1:1. Auch diese 
Tabelle ist analog zur Tabelle 6-1 gegliedert. Im Verhältnis von 1:1 werden nun die S. pyogenes-Stämme ATCC 
700294, ATCC 8671, ATCC 75062, ATCC 75063, ATCC 71675 und AC 5180 und S. mitis AC 790 inhibiert. S. 
mutans wird wie erwartet auch in diesem Fall nicht durch S. salivarius ssp. salivarius K12 beeinflusst.
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7. Kapitel: Abkürzungsverzeichnis
AC Stammsammlung des Instituts für Medizinische Mikrobiologie
der RWTH-Aachen
AGN akute diffuse Glomerulonephritis
ARF akutes rheumatisches Fieber
ATCC American Type Culture Collection
ATP Adenosintriphosphat
BLIS Bacteriocin-like inhibitory substances
C-terminal C=Kohlenstoff bzw. Carboxyl-Seitengruppe ist frei vorliegend 
am Protein
DNA/DNS Desoxyribonukleinsäure
DSM Deutsche Sammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen, 
Braunschweig
KBE koloniebildende Einheit
N-terminal N=Stickstoff bzw. Amino-Seitengruppe ist frei vorliegend am 
Protein
S. Streptococcus
STSS Streptokokken-assoziiertes Toxisches Schock Syndrom
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